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1 - INTRODUZIONE 
1.1 Premessa 
Che l’acqua sia un elemento fondamentale per la vita dell’uomo e per lo 
svolgimento delle sue attività produttive, è ormai un dato di fatto. Spesso però, non è 
abbastanza diffusa la consapevolezza del fatto che il 97,5% della quantità totale di 
acqua presente sulla Terra è sotto forme inaccessibili. Le più grandi riserve di acqua 
sono i mari, gli oceani, i ghiacciai e le calotte polari (Ferrari et al., 2000). L’acqua 
utilizzabile per le principali esigenze umane rappresenta solo il 2,5% del totale. Le 
acque dolci superficiali, quindi quelle contenute nei fiumi e nei laghi sono lo 0,225% 
del totale delle acque dolci. Quindi, se consideriamo il totale dell’acqua presente sul 
pianeta, solo lo 0,001% è adatta agli scopi umani. 
In Italia il fabbisogno di acqua dolce è di 2 L/persona/giorno per la fisiologia 
umana, 60-70 L/persona/giorno per le esigenze igieniche. Aggiungendo altri usi 
domestici il consumo idrico pro capite raggiunge i 200 L/giorno. L’agricoltura consuma 
il 70% dell’acqua dolce per l’irrigazione, le altre attività produttive utilizzano circa il 
90% dell’acqua dolce a disposizione (European Enviromental Agency, E.E.A., 2000). 
L’acqua ha un ciclo che regola la sua distribuzione nel comparto atmosferico, 
terrestre e sotterraneo. Questo ciclo fa sì che l’acqua sia una risorsa rinnovabile. Il ciclo 
dell’acqua è mosso dal sole, l’evaporazione dell’acqua produce vapore che si accumula 
nell’atmosfera, condensando il vapore può precipitare e andare ad alimentare i diversi 
comparti terrestri (Odum 1988). Circa un terzo dell’energia solare è necessaria per 
azionare questo ciclo. 
Le acque dolci più importanti per il sostentamento dell’uomo sono quelle 
sotterranee, che hanno la funzione di grandi riserve. Molte delle attività umane, tuttavia, 
tendono a far aumentare lo scorrimento superficiale della risorsa idrica a scapito della 
ricarica del compartimento sotterraneo, contribuendo alla diminuzione delle riserve di 
acqua dolce. Le acque dolci superficiali sono importanti poiché possono fungere da 
ricettacolo degli scarichi civili, industriali e agricoli. Le acque utilizzate nelle attività 
antropiche sono reinserite nell’ambiente modificate nella componente fisica 
(temperatura, torbidità ecc.), chimica (concentrazione delle sostanze sospese e disciolte) 
e biologica (presenza di microrganismi patogeni e non). 
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Il bene acqua deve essere risparmiato e tutelato soprattutto considerando il fatto 
del forte incremento della popolazione mondiale. 
1.2 Inquinamento delle acque superficiali 
Se da un lato i corpi idrici sono fonte di approvvigionamento e sostentamento 
per l’uomo, dall’altro sono anche i principali ricettori dei rifiuti solidi e liquidi prodotti 
dagli insediamenti umani. 
Esistono varie categorie d’inquinamento, suddivise in base al fattore inquinante 
e al tipo di modifica che esso apporta all’ecosistema acquatico. 
Le sostanze inquinanti non tossiche sono soprattutto elementi organici, 
biodegradabili da parte degli organismi decompositori, come ad esempio, deiezioni 
umane e animali o resti di materiale vegetale o animale. Queste sostanze provocano 
alterazioni nell’ambiente acquatico e sono pericolose per le popolazioni che vivono in 
esso. In genere, questo tipo d’inquinante, proviene da scarichi fognari, liquami 
zootecnici e reflui dell’industria agro-alimentare e rappresentano il cosiddetto 
inquinamento biologico. Si può parlare d’inquinamento biologico anche quando 
vengono introdotte nell’ambiente specie vegetali e animali estranee a quel dato 
ecosistema (Vismara 1992). 
La tipica conseguenza di questo d’inquinamento è la cosiddetta eutrofizzazione 
delle acque, cioè l’aumento di sostanze nutritive come azoto, fosforo e zolfo disciolte in 
esse. Le fonti che introducono sostanze nutritive nelle acque possono essere di origine 
naturale o antropica, i casi più comuni si verificano quando nelle acque vengono 
introdotti scarichi civili o industriali non adeguatamente depurati, che possono 
contenere quantità elevate di sostanza organica, fertilizzanti e detersivi, alcuni dei quali 
contengono fosfati. Per legge, in Italia, i detersivi non possono contenere più del 6,5% 
di composti di fosforo. 
La ricchezza di elementi nutritivi nelle acque causa la proliferazione di alghe 
microscopiche, il fitoplancton, che non essendo smaltito dai consumatori primari, 
determina una maggiore attività batterica. Aumenta così il consumo di ossigeno a 
discapito dei pesci e degli organismi aerobi, provocandone la morte. La concentrazione 
del fitoplancton negli strati superficiali dell’acqua rende più difficili gli scambi gassosi 
con l’atmosfera e quando esso muore, viene consumato altro ossigeno per la loro 
decomposizione. La decomposizione in condizioni di anaerobiosi genera sostanze come 
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ammoniaca, metano e acido solfidrico rendendo l’ambiente inospitale anche per altre 
forme di vita. 
Alcuni effetti negativi dell’eutrofizzazione sono: l’aumento della biomassa di 
fitoplancton, lo sviluppo di specie tossiche di fitoplancton, l’aumento della quantità di 
alghe gelatinose (mucillaggini), l’aumento della torbidità e del cattivo odore dell’acqua, 
la diminuzione della quantità di ossigeno disciolto nell’acqua, la diminuzione della 
diversità biotica e la scomparsa di specie ittiche. 
L’inquinamento fisico è un tipo d’inquinamento che va ad intaccare le 
caratteristiche fisiche dell’acqua, come ad esempio la temperatura. Un inquinamento 
tipico di questo genere è quello provocato dalle acque di raffreddamento che vengono 
sversate in un corpo idrico dopo essere state utilizzate in un processo produttivo. 
Quando queste acque sono scaricate, si viene a verificare un aumento della temperatura 
dell’acqua che determina un aumento dell’attività degli organismi decompositori e 
contemporaneamente un’eutrofizzazione delle acque. Anche l’aumento dei solidi 
sospesi è un inquinamento di tipo fisico, che fa aumentare la torbidità delle acque con 
conseguente diminuzione della quantità di luce disponibile per le piante acquatiche e del 
fitoplancton. Ciò comporta una diminuzione dell’ossigenazione dovuta all’attività 
fotosintetica. Inoltre l’aumento di solidi sospesi provoca l’abrasione dei tessuti 
branchiali dei pesci. 
Un altro tipo d’inquinamento delle acque è rappresentato dalle sostanze tossiche 
come metalli pesanti, antiparassitari, concimi, erbicidi, detersivi, solventi organici, olii 
minerali ecc. che solitamente provengono dagli scarichi delle attività produttive agricole 
e industriali. Uno degli effetti di questi scarichi è l’alterazione del pH delle acque, 
tramite l’introduzione di sostanze chimiche acide o basiche. La pericolosità delle 
sostanze oleose risiede soprattutto nel fatto che esse sono in grado di formare pellicole 
che impediscono la penetrazione di ossigeno nell’acqua provocando la morte per 
soffocamento degli organismi (Vismara 1992). 
Questi tipi d’inquinamento si possono racchiudere nella grande famiglia 
dell’inquinamento chimico. Le cosiddette sorgenti puntiformi di questo tipo 
d’inquinamento sono lo scarico dei servizi igienici e gli impianti di depurazione che 
vanno ad interessare soprattutto i corpi idrici superficiali, mentre lo smaltimento di 
rifiuti può andare ad intaccare chimicamente le acque di falda. Impianti di stoccaggio di 
carburante, piccole industrie, impianti che usano prodotti chimici per qualsiasi tipo di 
pulizia rientrano nella categoria delle sorgenti diffuse e vanno ad intaccare soprattutto le 
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acque di falda. Della stessa famiglia fanno parte anche sorgenti inquinanti come 
l’applicazione di pesticidi e tutte le attività urbane. Altre sorgenti d’inquinamento 
chimico non possono essere definite né puntiformi né diffuse a causa della loro 
estensione queste sono le acque di ruscellamento delle strade, dei tetti delle industrie e 
delle zone urbane in generale. Anche l’agricoltura apporta un notevole inquinamento 
chimico con la diffusione di pesticidi e fertilizzanti che in buona parte sono dilavati 
dalle piogge e introdotti nei corpi idrici (World Health Organization WHO, 2004). 
1.3 Metalli pesanti: rame e zinco 
L’industria e l’agricoltura possono introdurre ingenti quantità di metalli pesanti 
nell’ambiente. Non esiste una vera e propria definizione, di metallo pesante, basata sulle 
sue caratteristiche chimico-fisiche. Alcune definizioni indicano il metallo pesante come 
un elemento con densità superiore ai 5 g/cm
3
 e con un peso atomico maggiore di 5. 
Altre caratteristiche dei metalli pesanti sono il carattere cationico con diversi stati di 
ossidazione e l’elevata attitudine a formare complessi molecolari nel citoplasma 
cellulare. 
Nel presente lavoro, per valutare la sopravvivenza di Chlorella vulgaris, sono 
stati presi in considerazione i metalli pesanti rame e zinco, come forma di 
inquinamento, in quanto rappresentano due microelementi essenziali per la vita delle 
piante e dell’uomo, ma allo stesso tempo tossici se assunti in quantità elevate. Gli esseri 
viventi del regno animale, uomo compreso, hanno bisogno di assorbirle queste sostanze 
tramite l’alimentazione, tuttavia un apporto eccessivo di queste sostanze porta a 
fenomeni di tossicità in tutti gli organismi. 
Dato che gli organismi vegetali sono alla base della catena alimentare e tutti noi 
siamo dipendenti dalla loro presenza si rende necessaria una tutela nei loro confronti per 
preservare la nostra salute. 
Il rame nelle cellule degli organismi vegetali è associato a molti enzimi redox 
come la fenol-ossidasi, la laccasi, l’ascorbato ossidasi e la diammina ossidasi che, per lo 
più, riducono l’ossigeno ad H2O2. Fa parte inoltre del sito catalitico di importanti 
proteine come la plastocianina e la citocromo ossidasi. In carenza di rame in nelle piante 
si osservano difetti nella lignificazione, le foglie giovani presentano un colore verde 
scuro e zone necrotiche, diventando contorte e arricciate. La corteccia si lacera ed 
essuda sostanze gommose. 
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Anche negli esseri animali, il rame è contenuto in proteine e metallo-enzimi che 
assolvono varie funzioni metaboliche: entra in gioco nello sviluppo e mantenimento 
delle ossa, dei tessuti connettivi, del cervello, del cuore e di altri organi. Esso è 
coinvolto anche nella formazione dei globuli rossi, nell’assorbimento e trasporto del 
ferro, nel metabolismo del colesterolo e del glucosio e nella sintesi e rilascio di proteine 
ed enzimi. Il rame stimola il sistema immunitario a combattere le infezioni e a riparare i 
tessuti; combatte anche i radicali liberi, che possono creare seri danni alle cellule. Un 
iper accumulo di rame, così come la sua carenza, può causare mal di testa artrite, 
stanchezza, insonnia, malattie cardiache, caduta di capelli e disturbi psicologici come 
depressione, stati d’ansia, atteggiamento disinteressato e disturbi nell’apprendimento. 
Il rame è immesso nell’ambiente soprattutto dalle lavorazioni industriali ed 
agricole, i suoi principali impieghi sono nella produzioni di rivestimenti metallici e di 
cavi elettrici, nelle smalterie e nei tessuti sintetici, l’agricoltura fa un largo uso di rame  
che è contenuto negli antiparassitari e negli integratori alimentari dei suini. 
Il rame rilasciato nell’ambiente, durante le pratiche agricole, si deposita nei 
primi strati del terreno, influenzando negativamente la vita microbica e lo sviluppo di 
batteri, alghe, funghi e lombrichi. Il rame che viene utilizzato come antiparassitario 
tende in pratica ad accumularsi nell’ambiente. Quando il rame finisce sul terreno si 
attacca fortemente alla materia organica ed ai minerali. Di conseguenza non si disperde 
dopo il rilascio e non entra nella falda freatica, nell’acqua superficiale, invece, il rame 
può compiere grandi distanze, sospeso sulle particelle fango o come ioni liberi. Il rame 
non decade nell’ambiente e può accumularsi in piante e animali. Quando i terreni sono 
inquinati da rame, gli animali assorbono concentrazioni dannose per la loro salute, 
soprattutto le pecore soffrono molto da avvelenamento da rame, dal momento che gli 
effetti si manifestano in concentrazioni ragionevolmente basse. 
Anche lo zinco è molto importante negli esseri vegetali in quanto fa parte di una 
settantina di Zn-enzimi. La presenza dello zinco talvolta è fondamentale per l’attività 
catalitica dell’enzima, altre volte invece, lo Zn, si limita a stabilizzare la struttura 
dell’enzima. In particolare lo zinco è fondamentale per proteine responsabili della 
replicazione del DNA, della stabilità dei ribosomi e della regolazione dell’espressione 
genica. Nelle piante la carenza di zinco interferisce direttamente con la loro crescita, 
portando alla formazione di foglie piccole ed internodi corti. Nelle foglie si manifesta 
clorosi interna e deformazioni ai margini. Un eccesso di zinco tuttavia è tossico. 
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Nel mondo animale, lo zinco è responsabile del corretto funzionamento del 
sistema immunitario, della digestione, del controllo del diabete, migliora i livelli di 
stress, aumenta il metabolismo energetico e accelera la guarigione delle ferite. Svolge 
un ruolo fondamentale per la sintesi proteica e aiuta nella regolazione della produzione 
delle cellule del sistema immunitario. Lo zinco si trova soprattutto nei muscoli, nei 
globuli bianchi e rossi, nella retina degli occhi, nella pelle, nel fegato, nei reni, nelle 
ossa e nel pancreas. Eccessi di tale elemento possono causare gravi problemi di salute 
come, spasmi allo stomaco, irritazioni cutanee, vomito, nausea e anemia. Livelli molto 
elevati di zinco possono causare danni al pancreas e disturbare il metabolismo delle 
proteine causando arteriosclerosi. 
Lo zinco è importante nel campo della siderurgia è impiegato per la 
galvanizzazione del ferro e per la produzione di alcune leghe, è il principale metallo nei 
penny americani, è usato nell’industria automobilistica. L’ossido di zinco è utilizzato 
come pigmento bianco utilizzato nelle tinte ad acqua, vernici, inchiostri, carta per 
fotocopie, cosmetici ecc. 
La produzione mondiale di zinco sta ancora aumentando. Ciò significa in pratica 
che sempre più zinco finisce nell'ambiente. Una delle conseguenze dell’acqua non 
adeguatamente depurata dallo zinco è che i fiumi possano depositare fanghi 
contaminati. Alcune specie commestibili di pesce possono accumulare zinco nel loro 
organismo e dare un fenomeno di biomagnificazione nella catena alimenta. Lo zinco 
contenuto nel terreno può essere dilavato e andare a contaminare corpi idrici superficiali 
e sotterranei. Le piante possono assorbire lo zinco rappresentando un pericolo per la 
biodiversità (infatti un ristretto numero di piante può sopravvivere a dosi eccessive di 
zinco) e per la salute umana nel caso di specie direttamente consumate dall’uomo e 
specie dedicate all’allevamento. Infine, lo zinco può interrompere l'attività del terreno, 
poiché influenza negativamente l'attività dei microrganismi e dei vermi da terra. 
Possiamo estendere gli effetti nutritivi e tossici di questi due metalli pesanti a 
tutti gli esseri vegetali, dalle piante alle microalghe eucariote come Chlorella vulgaris.  
Il problema dell’inquinamento da questi due metalli è presente in Italia e nel 
mondo, ad esempio, nell’acqua di falda incontrata durante lo scavo di alcune miniere, 
nel comune di Montieri situato nella zona delle colline metallifere, si sono misurate 
concentrazioni di zinco di 100 mg/L (a fronte dei limiti imposti dal D.Lgs 152/06 che 
vanno da 0,1 a 0,4 µg/L per il rame e da 0,5 a 1,0 µg/L per lo zinco, a seconda se si 
tratti di scarico in corpo idrico superficiale o in fognatura) (Geoscienze firenze srl, 
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2002). Nelle discariche minerarie della zone di Montevecchio (Sardegna) i valori di 
zinco nel suolo di 2016 mg/Kg di suolo (a fronte del limite che va dai 150 ai 1500 
mg/Kg, a seconda delle destinazioni d’uso del territorio, descritto nell’allegato 5 alla 
parte V del D.Lgs 152/06) (Zaritti et al., 2013). Nei paesi in via di sviluppo la forte 
industrializzazione porta a valori più alti di metalli pesanti nei fanghi degli impianti di 
depurazione, ad esempio nell’impianto di Campinas (Brasile), i fanghi di depurazione, 
durante la stagione secca, presentavano delle concentrazioni di 267 mg/Kg e 1454 
mg/Kg di rame e di zinco rispettivamente (Souza et al., 2014), i fanghi degli impianti di 
trattamento delle acque urbane vengono, di solito, reimpiegati nell’agricoltura, come 
fertilizzante. Con le acque meteoriche fanghi rilasciano tutti gli elementi nutritivi 
compresi i metalli pesanti. Alte concentrazioni di zinco e rame sono state trovate anche 
nelle acque reflue provenienti dall’impianto Geopolaris di Stagno (LI), che effettua 
depurazioni di acque marine portuali e di sentina, ed utilizzate negli esperimenti del 
progetto MANUNET svolto nei laboratori del dipartimento di Scienze Agrarie, 
Alimentari e Agro-ambientali, negli anni 2012 – 2013, dell’ Università di Pisa. 
1.4 Sistemi di depurazione delle acque reflue 
I corpi idrici possiedono una capacità di autodepurazione naturale dovuta agli 
organismi detritivori e decompositori, soprattutto batteri (Ferrari et al., 2000). Tuttavia 
se alcune sostanze, soprattutto nutrienti, vengono immesse nel corpo idrico in quantità 
superiori alla capacità di autodepurazione, si possono determinare problemi per gli 
ecosistemi che le ricevono, quali eutrofizzazione e accumulo di sostanze non 
degradabili. 
In Italia, la disciplina degli scarichi, è regolata dal D.Lgs. 152/06 ed è uno degli 
strumenti principali per la tutela delle acque dall’inquinamento. L’art. 74 di tale decreto 
definisce lo scarico come: “qualsiasi immissione effettuata esclusivamente tramite un 
sistema stabile di collettamento che collega senza soluzione di continuità il ciclo di 
produzione del refluo con il corpo ricettore acque superficiali, sul suolo, nel sottosuolo 
e in rete fognaria, indipendentemente dalla loro natura inquinante, anche sottoposte a 
preventivo trattamento di depurazione. [...]”. 
I pilastri su cui si basa la regolamentazione degli scarichi sono l'obbligo di 
autorizzazione e il rispetto dei limiti di emissione, fissati in funzione degli obiettivi di 
qualità dei corpi idrici. Risulta inoltre di fondamentale importanza l'adeguamento dei 
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sistemi di fognatura, collettamento e depurazione degli scarichi nell'ambito del servizio 
idrico integrato. 
Il decreto suddivide gli scarichi in varie tipologie secondo il tipo di acqua 
scaricata. In particolare, gli scarichi si dividono in: 
Acque reflue domestiche: "Acque reflue provenienti da insediamenti di tipo 
residenziale e da servizi e derivanti prevalentemente dal metabolismo umano e da 
attività domestiche". 
Acque reflue industriali: "Qualsiasi tipo di acque reflue scaricate da edifici o 
impianti in cui si svolgono attività commerciali o di produzione di beni, diverse dalle 
acque reflue domestiche e dalle acque meteoriche di dilavamento". 
Acque reflue urbane: "Acque reflue domestiche o il miscuglio di acque reflue 
domestiche, di acque reflue industriali ovvero meteoriche di dilavamento convogliate in 
reti fognarie, anche separate, e provenienti da agglomerato". 
Acque reflue assimilate: definite all'art. 101 comma 7 del D.Lgs. 152/2006 o 
aventi caratteristiche qualitative equivalenti a quelle domestiche e indicate dalla 
normativa regionale. 
Come definito nel decreto legislativo, un refluo deve subire un processo di 
depurazione prima di essere immesso in un corpo idrico. Il trattamento avviene in un 
impianto di depurazione, dove sono convogliati gli scarichi di uno o più centri urbani. 
Negli impianti tradizionali vengono convogliate le acque reflue urbane e le acque 
industriali che hanno una composizione che può essere assimilata, dal punto di vista 
qualitativo, a quelle domestiche. 
In generale, l’obiettivo degli impianti di depurazione è di separare i fanghi dalle 
acque. In questa maniera si ottiene un refluo chiarificato che può essere immesso 
direttamente in un corpo idrico (se rispetta i limiti di legge), dove subirà 
l’autodepurazione, mentre i fanghi possono essere reimpiegati in agricoltura come 
fertilizzanti. 
Le acque reflue vengono raccolte dalle singole reti fognarie e convogliate 
mediante collettori all’impianto di depurazione (Figura 1.1). 
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Figura 1.1 - Schema di un impianto di trattamento reflui. Lo schema mostra i 
trattamenti fisici subiti dal refluo (punti: da 1 a 5), i trattatmenti biologici (punti da 6 a 
8) e il recupero dei fanghi e dei gas (punti da 9 a 19). 
I trattamenti fisici di questo tipo d’impianto sono la grigliaura (2), la 
dissabbaitura disoleatura (3), la sedimentazione primaria (4) dove è tolto il materiale 
grossolano ed è fatto depositare quello più fine, che poi andrà a formare fanghi che 
saranno stoccati subito dopo la loro disattivazione. 
L’eliminazione delle sostanze disciolte e i solidi sospesi avviene nella vasca a 
fanghi attivi (6). Questo processo si basa sull’azione metabolica di microrganismi, 
soprattutto batteri, che utilizzano le sostanze organiche e l’ossigeno disciolti nel 
liquame per la loro attività e riproduzione. In tal modo si formano fiocchi costituiti da 
colonie di batteri facilmente eliminabili nella successiva fase di sedimentazione. Per un 
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ottimale assorbimento delle sostanze è necessaria una sufficiente presenza di ossigeno, 
che viene fornito mediante insufflazione di aria dal fondo. 
I fiocchi di fango sono i cosiddetti fanghi attivi che son fatti sedimentare e in 
parte rimossi. 
L’acqua in uscita dalla sedimentazione finale può definirsi a questo punto pulita 
e può pertanto essere restituita al corso d’acqua superficiale (8). 
Oltre ai processi meccanici e biologici sono necessari anche altri trattamenti che 
hanno lo scopo di limitare le sostanze nutritive, come azoto e fosforo, nello scarico 
finale, sostanze che possono portare a problemi d’ipertrofia nei fiumi e laghi. 
Il risultato della depurazione delle acque sono i fanghi che si vengono a creare 
nelle due fasi di sedimentazione. 
Con la disidratazione meccanica (13) mediante nastropressa oppure centrifuga 
si riduce il volume del fango di sei volte. Il fango disidratato presenta una consistenza 
semisolida che ne consente un agevole utilizzo in agricoltura, compostaggio o 
smaltimento in discarica. 
1.5 Sistemi di depurazione alternativi: fitodepurazione con macrofite 
Nei centri urbani con un numero di abitanti equivalenti inferiori a 2000 gli 
impianti di depurazione tradizionali sono poco convenienti, perché richiedono alti costi 
sia di costruzione che di conduzione rispetto alla portata dell’impianto (Tomasinsing et 
al., 2001). La normativa italiana incentiva l’uso di tecniche di depurazione naturale per i 
centri minori, recependo l’esigenza delle piccole comunità, che in Italia sono il 60% del 
totale, di dotarsi di impianti di depurazione naturale a basso costo (C.E.T.A., 1998). 
I sistemi di depurazione naturale, rispetto agli impianti tradizionali, operano la 
depurazione biologica, riproducendo in tempi e spazi ridotti ciò che avviene in natura, 
dove sostanze organiche di rifiuto sono utilizzate per la crescita di diverse popolazioni. 
Generalmente, in tutti quei casi in cui i processi naturali sono utilizzati per 
eliminare inquinanti introdotti nei vari comparti ambientali dall’attività umana, si può 
parlare di biodepurazione. Si parla di fitodepurazione, invece, quando si mette a punto 
una tecnologia che viene utilizzata per rimuovere inquinanti organici ed inorganici dal 
suolo, dai fanghi, dalle acque e dall’aria, rendendoli innocui e migliorando la qualità 
dell’ambiente (Salt et al., 1998). 
Dal punto di vista scientifico lo sviluppo di questa nuova tecnologia è 
interdisciplinare, perché richiede diverse competenze tecniche, ingegneristiche, 
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biologiche ed ecologiche. Dalla metà degli anni settanta si cerca di mettere a punto 
diversi metodi di fitodepurazione per migliorare l’efficienza di rimozione degli 
inquinanti (Calzavara 2002). 
Esistono vari tipi di fitodepurazione. In base ai processi coinvolti e ai 
meccanismi principali si possono distinguere cinque sottotipi di fitodepurazione: 
- Rizofiltrazione: uso delle radici delle piante e dei microrganismi a loro 
associati per assorbire e ridurre gli inquinanti, soprattutto metalli, da 
acque inquinate. 
- Fitoestrazione: uso di piante con un riconosciuto potere di accumulo per 
la rimozione di metalli e materia organica dai terreni attraverso la 
concentrazione in tessuti asportabili della pianta. 
- Fitovolatilizzazione: uso delle piante per volatilizzare inquinanti e per la 
depurazione dell’aria. 
- Fitodegradazione: uso delle piante per volatilizzare inquinanti e per la 
depurazione dell’aria. 
- Fitostabilizzazione: uso delle piante per ridurre la biodisponibilità degli 
inquinanti nell’ambiente. 
I processi descritti sono utilizzati negli ecosistemi naturali, in questo caso si ha 
l’integrazione tra attività delle comunità vegetali e animali; nella depurazione semi-
naturale è ricostruito un ambiente semplificato che utilizza per la depurazione solo la 
componente vegetale e microbica. 
I sistemi per la fitodepurazione delle acque reflue consistono in bacini, naturali o 
artificiali, nei quali vengono messe a dimora specie di piante adatte allo scopo. Le acque 
in questi bacini permangono alcuni giorni e trovano un ecosistema, appositamente 
costruito, formato da piante acquatiche, batteri, alghe e protozoi che sono i veri 
protagonisti della depurazione. 
Gli impianti più comuni sono quelli a macrofite galleggianti, ovvero piante 
acquatiche non radicanti, altri tipi d’impianto utilizzano macrofite sommerse che vivono 
nella colonna d’acqua ed hanno radici fissate nel sedimento, o macrofite radicate 
emergenti. 
La fitodepurazione per lagunaggio impiega grandi bacini artificiali in cui viene 
immesso il refluo da trattare, i solidi sedimentano e le porzioni non sedimentabili sono 
attaccate dai batteri che li degradano. I bacini devono essere scavati nel terreno e 
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impermeabilizzati per evitare infiltrazioni di inquinante. Devono essere usati carichi 
d’inquinante bassi e deve permanere nella vasca dai 50 ai 150 giorni. 
Il vantaggio di questo tipo d’impianto è l’economicità di costruzione, gli 
svantaggi, invece, sono l’utilizzo di grandi superfici per lo scavo dei bacini, impiegando 
terreni che potrebbero altrimenti, essere dedicati all’agricoltura, la produzione di 
notevoli quantità di biomassa che deve essere rimossa e trasportata per lo stoccaggio e 
la formazione di cattivi odori, soprattutto per gli impianti aerobi, che potrebbero attirare 
insetti. 
1.6 Sistemi di depurazione alternativi: fitodepurazione con 
microalghe 
L’uso di microalghe in impianti di depurazione di acque reflue potrebbe 
rappresentare un’alternativa o un’integrazione alla depurazione tradizionale dei reflui. 
Le microalghe (e i cianobatteri) sono organismi che come le piante superiori 
sono in grado di operare la fotosintesi, infatti, hanno la capacità di assorbire l’energia 
luminosa e di accumularla come energia chimica attraverso la formazione di legami 
chimici. Per il loro sostentamento utilizzano le sostanze nutrienti presenti nell’acqua 
proprio come le piante terrestri, si può intuire, perciò, l’analogia che intercorre tra 
l’assorbimento degli inquinanti da parte delle piante superiori e quello delle alghe 
unicellulari. 
La metodologia di rimozione dei composti chimici è la stessa, ovvero, l’acqua da 
trattare viene convogliata in vasche o recipienti contenenti le microalghe, le quali 
utilizzano le sostanze indesiderate come fonte di nutrimento. A differenza delle colture 
vegetali classiche la depurazione può avvenire in recipienti chiusi (detti bioreattori) e 
quindi disposti in modo da non sprecare superficie coltivabile evitando di 
compromettere la produzione di cibo, mangime e altri prodotti agricoli. Hanno una 
crescita molto veloce, il loro sviluppo, in una soluzione nutritiva, è caratterizzato da una 
prima fase, di crescita esponenziale che va attenuandosi, fino a stabilizzarsi a valori 
costanti, nel girio di 4 – 5 giorni. In media nell’arco di 24 h la loro biomassa raddoppia, 
se consideriamo la fase di crescita esponenziale, invece, raddoppia ogni 3,5 h (Chisti, 
2007). Se le alghe raggiungono elevate concentrazioni, possono subentrare fattori 
limitanti, come la mancanza di nutrienti o la scarsa irradianza. In tali condizioni, si 
possono avere tassi di crescita nulli o negativi. La raccolta della biomassa si ottiene 
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mediante filtrazione o evaporazione e rappresentano il costo maggiore, in dispendio 
energetico, di tutto l’impianto, le alghe vivono sospese nella colonna d’acqua e possono 
essere separate dalla fase liquida per filtrazione o essiccazione, inoltre il volume di 
biomassa prodotta è di facile trasporto e stoccaggio. Uno schema semplificato di un 
impianto di depurazione con microalghe è mostrato in Figura 1.2. 
L’utilizzo delle microalghe apre nuovi scenari molto interessanti perché 
consente l’ottenimento di una certa biomassa dalla quale è possibile estrarre differenti 
metaboliti che possono trovare impiego nell'industria alimentare, in cosmesi, in ambito 
farmaceutico, oppure possono essere utilizzati per produrre biocarburante. 
Figura 1.2 - Schema di un impianto di biorisanamento con microalghe. 
Da un punto di vista di impatto ambientale le microalghe offrono indubbi 
vantaggi rispetto alle piante superiori utilizzate in applicazioni equivalenti ad esempio 
un’efficienza elevata nell’uso dell’acqua e la possibilità, nel caso di alghe marine, di 
poter utilizzare acqua salata. Le microalghe offrono una resa in biomassa e olio 
(utilizzabile per la produzione di biocombustibile) superiore a qualsiasi altra pianta 
terrestre (le microalghe possono accumulare amido e lipidi fino a 2000L/h contro i 6000 
della palma da olio (Tredici, 2006). Possono essere efficacemente impiegate in azioni di 




Di contro si osserva un elevato utilizzo di materiali impiegati nella realizzazione 
dei sistemi di crescita e nelle strutture di supporto di tali sistemi. Uno degli aspetti 
penalizzanti questo tipo di colture sono i costi di gestone che senza particolari 
accorgimenti rischiano di essere proibitivi. 
Già da qualche tempo la comunità scientifica guarda alle microalghe come una 
risorsa unica per la fitodepurazione. Nel 2012 Flouty R., et al. hanno condotto un 
esperimento in laboratorio comparando il bioaccumulo di rame e piombo della cellula 
algale Chlamydomonas reinhardtii valutando la capacità di bioaccumulo delle cellule, la 
capacità di bioadsorbimento della parete cellulare e la capacità di bioadsorbimento di 
residui cellulari (biomassa secca) sospesa in acqua contaminata (Flouty R., et al, 2012). 
Altri esperimenti, di fitodepurazione, in laboratorio ed in vasche all’aperto sono 
stati condotti utilizzando Chlorella sp. e Chlamydomonas sp. per la rimozione di rame e 
zinco, usando queste due alghe sotto forma libera e immobilizzate con alginato di sodio 
(Wan Maznah W. O., et al, 2011). 
Nel 2011 Guang-Jie Zhou et al. hanno valutato il bioassorbimento di rame e di 
zinco da parte di Chlorella pyrenoidosa e di Scenedesmus obliquus valutando i danni 
apportati da questi metalli pesanti all’ultrastruttura della cellula e ai sui pigmenti 
fotosintetici (Zhou G.J., et aI, 2011). 
Esperimenti in laboratorio sono stati condotti valutando la capacità di 
bioassorbimento della sostanza secca di Arthrospira platensis e Chlorella vulgaris 
(Rodrigues M.S. et al., 2012, Ferreira et al., 2011). 
Altri studi, invece, si sono rivolti all’integrazione dei batteri deputati al 
risanamento delle acque, negli impianti classici di trattamento reflui urbani, con le 
microalghe, evidenziando un incremento nella rimozione di azoto e fosforo (He P. J. Et 
al., 2013). Altri autori, inoltre, valutano la produzione di lipidi delle microalghe, da 
utilizzare come materia prima per la produzione di biodiesel, al variare delle condizioni 
di crescita o aggiungendo una fonte carboniosa inorganica, andando a sfruttare le 
capacità mixotrofiche di Chlorella sp. (Moheimani, 2012). 
1.7 Microalghe 
Le microalghe sono presenti in tutti gli ecosistemi, le ritroviamo principalmente 
in ambienti acquatici, ma sono presenti anche in tutti i suoli. Generalmente sono 
organismi indipendenti ma, alcune microalghe vivono in associazione simbiotica con 
funghi, come i licheni (Tomaselli, 2003, 2007). 
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Da un punto di vista sistematico le alghe sono un insieme, vasto ed eterogeneo, 
di organismi sia unicellulari che pluricellulari, appartenenti al regno dei protisti. Sono 
organismi fotosintetici, caratteristica che le accomuna con le piante superiori, ma si 
differenziano da quest’ultime per l’assenza del cormo, ovvero, la differenziazione dei 
tessuti in radici, fusto e foglie. Per questo, le alghe, sono classificate come organismi 
tallofiti, cioè organismi che sviluppano un corpo vegetativo privo di tessuti specializzati 
(tallo). 
Attualmente le alghe vengono classificate in base alla tipologia di pigmenti 
fotosintetici, alla natura chimica dei prodotti di accumulo e alla composizione della 
parete cellulare. Parametri aggiuntivi sono la presenza e la struttura di cellule flagellate, 
schema e decorso delle divisioni nucleari e cellulari e possibili connessioni tra reticolo 
endoplasmatico e membrana nucleare. Nel 1989 Lee racchiuse le varie divisioni algali 
in quattro gruppi. La caratteristica del primo gruppo è quella di essere alghe procariote e 
racchiude i cianobatteri e le proclorofite, mentre le alghe eucariotiche sono racchiuse 
negli altri gruppi e vengono differenziate in base allo sviluppo del cloroplasto. Il 
secondo gruppo comprende glaucofite, rodofite e clorofite, queste hanno il cloroplasto 
circondato da solo due membrane cloroplasmatiche. Il terzo gruppo (dinofita e 
euglenofita) e il quarto (criptofita, crisofita, primnesiofita, bacillariofita, xantofita, 
eustigmatofita, rafidofita e feofita) hanno il cloroplasto rispettivamente circondato da 
una e due membrane aggiuntive derivanti dal reticolo endoplasmatico. Va notato come 
la posizione sistematica dei vari gruppi microalgali sia variata spesso nel corso degli 




Tabella 1.1 - Divisione tassonomica delle alghe. 
DIVISIONE STRUTTURA FORMA PIGMENTI HABITAT COMPOSTI DI 
RISERVA 




Dolci e salate Carboidrati 
Heterocontae Pluricellulari di rado 
unicellulari 
Piastriforme, flagellata Xantofille (verde-
giallo) 
Dolci e salate Lipidi 
Cryptomondales Unicellulari Varie forme, due 
flagelli 
Clorofilla a e c (bruno, 
rosso, verde) 
Dolci e salate Lipidi 
Euglenaceae Unicellulari Ovale, due flagelli Clorofilla a e c, 
carotenoidi (verde) 
Dolci Lipidi 
Dinoflagellata Unicellulari Bastoncellare, due 
flagelli, uno a spirale 
Clorofilla a e c, 
carotenoidi. 
Dolci e salate Carboidrati e lipidi 
Coniugate Unicellulari e 
pluricellulari 
Varie forme Clorofilla a e c (giallo-
bruno) 
Dolci Carboidrati 
Bacillariaceae Unicellulari Varie forme, dall’ovale 
alla lanceolata 
Clorofilla a e c (giallo-
bruno) 
Dolci e salate Lipidi 
Chlorophyceae Unicellulari e 
pluricellulari 
Varie forme Clorofilla a e b, 
carotenoidi (verde) 
Dolci e salate Polisaccaridi 
Phaephyceae Pluricellulari Varie forme Ficofeina (bruno) Salate Polisaccaridi 





La diversità microalgale è enorme. Esistono più di trentamila specie descritte, di 
queste meno del 10% è stato isolato e si stima che queste siano soltanto una frazione 
delle esistenti. La loro diversità risiede anche nei diversi tipi di organizzazione, possono 
essere unicellulari, coloniali o filamentose, alcune possiedono flagelli mentre altre sono 
immobili. 
La parete cellulare delle microalghe è generalmente composta da uno strato di 
microfibrille di cellulosa, il quale può essere a sua volta avvolto da uno strato amorfo. Il 
citoplasma contiene il nucleo, gli organuli, i compartimenti formatisi dall’invaginazione 
della membrana plasmatica e del reticolo endoplasmatico. Tra gli organuli troviamo 
ribosomi, cloroplasti, apparato del Golgi, reticolo endoplasmatico, plastidi, mitocondri, 
vacuoli, vacuoli contrattili, flagelli e microtubuli. Il nucleo è circondato da una doppia 
membrana nucleare e contiene il DNA. 
La riproduzione vegetativa, attraverso la divisione cellulare, è comune e diffusa 
nelle microalghe e dipende dall’aumento delle dimensioni cellulari o della colonia. La 
riproduzione sessuata è presente nel ciclo vitale di molte di queste specie ma non 
rappresenta un elemento universale delle microalghe. Generalmente il ciclo vitale è 
aploide, ma esistono anche alghe con un ciclo aplo-diplonte con un’alternanza di 
generazioni aploidi e diploidi. Le alghe più evolute, possono presentare un ciclo vitale 
diploide (Guillemin et al., 2012). 
Le alghe sono organismi per lo più autotrofi, dotati di clorofilla e altri pigmenti 
fotosintetici, ma esistono esemplari in grado di sopravvivere in condizioni di mixotrofia 
ed eterotrofia, in grado di utilizzare come nutrimento la sostanza organica sintetizzata 
da microrganismi autotrofi. Microalghe e cianobatteri congiuntamente sono responsabili 
di quasi metà dell’attività fotosintetica terrestre e sono estremamente efficienti in questo 
processo. 
I pigmenti fotosintetici come la clorofilla, i carotenoidi e le biliproteine, 
ricoprono un ruolo cruciale nel processo fotosintetico. Riescono ad assorbire e a 
trasformare in energia quasi tutte le lunghezze d’onda associate alla luce visibile. Sono 
impiegati nei processi elettronici di trasferimento dell’energia. I pigmenti fotosintetici, 
sono presenti in tutte le alghe che, variando le loro proporzioni, riescono a sopravvivere 
in svariate condizioni di irraggiamento solare, adeguandosi alle diverse profondità dei 
mari. I pigmenti fotosintetici, nel loro insieme, sono in grado di assorbire quasi 
interamente lo spettro elettromagnetico solare, nel range che va da 350 a 750 nm 
21 
 
(Figura 1.3). Il tipo di pigmenti fotosintetici determina il colore delle alghe e grazie a 
questa caratteristica è possibile distinguerle in quattro grandi gruppi: 
- Alghe verdi (Cloroficee): sono le più ricche in clorofilla, gran parte di 
esse vive in acque dolci. 
- Alghe rosse (Rodoficee): sono principalmente marine, definite calcaree 
per la loro predisposizione a depositare il carbonato di calcio, il loro 
colore deriva dalla ficoeritina. 
- Alghe azzurre (Cianoficee): a metà strada tra alghe e batteri. La clorofilla 
viene mascherata da pigmenti di colore azzurro come la ficocianina. 
- Alghe brune (Feoficee): vivono in mare e sono definite alghe superiori e 
possono arrivare anche diversi metri di lunghezza. Il coloro bruno-
verdastro è dovuto alla presenza di fucoxantina. 
 
Figura 1.3 - Spettro di assorbimento di alcuni pigmenti fotosintetici. Fonte: 
www.treccani.it. 
Le microalghe in particolare sono considerate fondamentali nel processo di 
biofissazione della CO2, che attraverso la fotosintesi, è convertita in scheletri carboniosi 
necessari per la vita di delle cellule. La loro capacità di fissazione dell’anidride 
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carbonica le pone all’attenzione della ricerca e del mercato per l’interessante prospettiva 
di poter essere utilizzate come filtri biologici per la CO2 contenuta nei gas di scarico 
delle industrie. Un metodo utile sia per abbassare i costi di riduzione della CO2 degli 
scarichi sia quelli di produzione di biomassa algale e per produrre biocombustibili da 
reintegrare all’interno del ciclo di produzione.  
Al contrario dei cianobatteri, che solitamente non producono quantità 
considerevoli di lipidi, le microalghe presentano invece una forte capacità di accumulo 
di tale prodotto. Per questo sono oggetto di studio per l’applicazione su scala industriale 
delle loro proprietà e la produzione di biodiesel. Questa capacità tipica di alcune specie 
può essere esaltata da specifiche tecniche colturali. Alcune delle specie più studiate a 
tale scopo sono: Chlorella sp., Dunaniella salina e Nannochloropsis sp (Figura 1.4). 
1.8 Impianti di coltivazione delle microalghe 
Per la crescita delle microalghe esistono vari tipi d’impianto, ognuno funzionale 
al ceppo algale e al metabolita da estrarre. Si rende necessaria quindi una scelta, a priori, 
dell’impianto che più si adatta allo scopo desiderato. 
Indipendentemente dal tipo di coltura richiesto, i sistemi possono lavorare a 
regimi di prelievo, di biomassa, continuo, semicontinuo e discontinuo. Queste tre grandi 
famiglie si differenziano in base alle modalità di somministrazione di nuovo mezzo e di 
prelievo. Nei sistemi continui la somministrazione di nuovo mezzo di crescita e 
l’estrazione di biomassa avvengono continuamente. Nei sistemi semicontinui queste 
operazioni sono eseguite ad intervalli di tempo regolari in funzione del tasso di crescita 
algale. In generale si preleva tra il 20 e il 30% del volume totale della coltura e si 
sostituisce con un uguale volume di nuovo mezzo. Infine, nei sistemi discontinui, le 
alghe vengono lasciate crescere fino al completo esaurimento dei nutrienti, 
successivamente l’intero volume viene prelevato, interrompendo il ciclo e 
predisponendo il sistema per il successivo. 
Gli impianti differiscono tra loro per le tecnologie utilizzate e i metodi di 
coltivazione, in generale sono raggruppabili in tre grandi famiglie: i sistemi aperti, 
chiusi e ibridi. 
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Figura 1.4 -  a) Chlamydomonas reinhardtii (vista al microscopio elettronico). b) 
Chlorella vulgaris (vista al microscopio ottico). c) Nannochloropsis salina (vista al 
microscopio ottico). d) Dunaniella salina (vista al microscopio ottico). 
Come si evince dal nome, i sistemi aperti prevedono un tipo di allevamento 
outdoor, ovvero, delle vasche di allevamento all’aria aperta. I sistemi chiusi utilizzano 
delle vasche chiuse, nelle quali vengono allevate le alghe. I sistemi ibridi utilizzano 
entrambe le metodologie cercando di carpire i vantaggi sia dell’una che dell’altra. 
Raceway pound 
Un esempio di sistema aperto sono i così detti raceway pound (Figura 1.5), sono 
i più semplici da realizzare e vengono utilizzati da più di mezzo secolo. Attualmente 
sono usati per la coltivazione di specie quali Spirulina sp. e Dunaliella sp. Questo 
sistema consiste in una o più vasche, profonde circa 30 cm, che consentono alle 




Figura 1.5 - Alcuni esempi di impianti aperti raceway pound. In alto a sinistra schema 
di circolazione delle acque, in alto a destra, basso a sinistra e basso a destra foto di 
impianti all’aperto. 
Le microalghe sono mantenute in movimento da rotori cilindrici, ad asse 
orizzontale, muniti di pale, che favoriscono il moto dei liquidi attraverso i canali che 
collegano le vasche. La scarsa densità della soluzione, 0,3 grammi di biomassa per ogni 
litro di soluzione, minimizza l'energia richiesta per mantenere il fluido in agitazione. 
Grazie alla loro semplicità strutturale di gestione d’impianto e bassi costi di 
funzionamento, questi sistemi, sono i più diffusi negli USA e in oriente. I raceway 
pound presentano alcuni svantaggi. Essendo un sistema a cielo aperto, c’è una notevole 
perdita di acqua per evaporazione, soprattutto nelle stagioni calde e secche. Il rischio di 
perdita di produttività dovuta a una contaminazione delle colture da parte di 
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microrganismi patogeni o competitori è elevato. Le condizioni di crescita, in questi 
sistemi, sono difficilmente controllabili, inoltre richiedono grandi volumi a fronte di 
modeste quantità di biomassa prodotta, incrementando notevolmente i costi di gestione. 
Un altro svantaggio è la sensibilità alle variazioni stagionali, temperature estreme 
possono limitare la produttività Di questi sistemi ne troviamo inoltre due tipologie: 
agitati e non. Nel prima caso il mezzo di coltura è tenuto in costante movimento da pale 
azionate da un motore elettrico “paddlewheel”, che ossigenano il mezzo e prevengono il 
ristagno. Nel secondo non è prevista l’agitazione. 
Impianti chiusi 
I sistemi di coltivazione chiusi richiedono una progettazione e una costruzione di 
non facile realizzazione, tuttavia, benché maggiormente dispendiosi, permettono di 
evitare l'evaporazione dell'acqua e diminuiscono sensibilmente la contaminazione da 
parte di patogeni e microrganismi vari, inoltre, la biomassa si trova in condizioni di 
elevata esposizione alla luce, solare o artificiale, aumentando l’efficienza fotosintetica 
Le varie geometrie di questi impianti riescono a garantire un corretto irraggiamento in 
ogni parte del mezzo, evitando fenomeni di fotoinibizione e auto ombreggiamento, che 
si creano in colture troppo profonde. 
In questi sistemi il basso rapporto massa/superficie non consente un adeguato 
sfruttamento della CO2 atmosferica, abbassando la capacità fotosintetica delle alghe. 
Nei sistemi chiusi, perciò, è necessario un arricchimento di anidride carbonica della 
soluzione, facendo gorgogliare il gas direttamente nel liquido. Per alcune alghe, 
soprattutto se coltivate per produrre metaboliti destinati all'industria farmaceutica o 
alimentare, sono richieste condizioni di sterilità, dunque questi reattori rappresentano 
l'unica soluzione possibile. 
Gli impianti chiusi, nei quali sono coltivati microrganismi fotoautotrofi, 
prendono il nome di fotobioreattori. Esistono svariate tipologie di sistemi chiusi che si 
differenziano in forma e dimensioni. 
Sistemi tubolari 
Un esempio di sistema chiuso sono i fotobioreattori tubolari (Figura 1.6). Sono 
costituiti da una serie di tubi il cui orientamento è tale da ottimizzare l'intercettazione 
della luce e facilitare gli scambi gassosi. I tubi possono essere disposti in maniera 
orizzontale, adagiati sul terreno, spesso su teli riflettenti, o rialzati, per facilitare la 
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manutenzione, oppure disposti l’uno sull’altro, orizzontalmente, come a formare le 
pareti di un corridoio. 
Figura 1.6 - Fotobioreattore tubolari orizzontali (sopra); verticali indoor (basso 
sinistra); verticali outdoor (basso destra). 
Altri fotobioreattori hanno, invece, i tubi disposti in modo verticale. Questi 
impianti vengo denominati “bubble column”. Per funzionare correttamente hanno 
bisogno di un ricircolo d’aria che viene insufflata dal basso verso il basso, le bolle 
finissime che si formano, sono in grado di movimentare la massa algale e garantire un 
corretto rimescolamento. Questo evita la sedimentazione delle alghe e la formazione di 
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zone d’ombra. La presenza di un degassificatore è necessaria per ridurre l'ossigeno 
disciolto che, se non eliminato, andrebbe a diminuire la produttività. I sistemi che 
rimescolano la massa algale con getti d’aria prendono il nome di “air-lift”. In base alla 
velocità del gas e al diametro del reattore è possibile variare il movimento delle alghe. 
In generale si preferisce realizzare impianti con moto turbolento, cioè con la formazione 
di microvortici nel mezzo, sufficientemente grandi da permettere la movimentazione 
delle alghe, senza comprometterne l’integrità. I sistemi air-lift sono spesso apprezzati 
per la “delicatezza” che hanno nel rimescolamento. 
La movimentazione delle alghe è particolarmente utile per portare più facilmente 
le alghe a contatto con le sostanze nutritive, l’ossigeno prodotto dalla fotosintesi, che 
inibirebbe la crescita, è facilmente allontanato. Il rimescolamento è utile anche per 
portare le alghe che si troverebbero in zone d’ombra vicino ad una sorgente luminosa e 
per favorire l’incontro con le molecole di CO2. 
Spesso nei tubi sono presenti dei setti che fanno compiere un determinato 
percorso alle alghe messe in movimento dal flusso d’aria. Quest’aspetto consente di 
adeguare i sistemi alle diverse specie di microalghe coltivate. Ad esempio, variando il 
tempo di permanenza delle alghe nelle zone d’ombra e di luce, si determinano diversi 
cicli luce-buio. Variando il percorso dei gas nel tubo, si può determinare, anche il tasso 
di assorbimento della CO2, che sarà tanto maggiore quanto più sarà lungo il percorso 
stesso. 
La quantità di CO2 che è insuflata nei fotobioreattori è generalmente maggiore di 
quella utilizzata nei sistemi aperti. La somministrazione può avvenire in due modi, in 
maniera continua o a richiesta. Il primo metodo è decisamente più costoso e può essere 
attuato, in maniera economicamente vantaggiosa, se, ad esempio, l’impianto si trova 
vicino ad una centrale termoelettrica che produce gas di scarto. Il secondo metodo è più 
conveniente del primo in quanto la CO2 è somministrata solo nel momento del bisogno, 
ad esempio per abbassare il pH che tenderebbe naturalmente e progressivamente 
all’alcalinità. 
La densità della soluzione nei fotobioreattori tubolari è in media di 1,7 g/L. A 
parità di volume contengono una maggiore biomassa rispetto agli open pound, 
incrementando la produttività. Tuttavia i costi d’installazione, soprattutto per la 
presenza di pompe, e quelli di manutenzione sono piuttosto elevati, questo rappresenta 
un limite al loro impiego. I fotobioreattori tubulari sono usati nella coltivazione per 
l'estrazione di pigmenti, come l’astaxantina da Haematococcus sp. 
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Sistemi flat panel 
I reattori flat panel (Figura 1.7), sono composti da pareti piane verticali il cui 
ridotto spessore e l'ampia superficie massimizzano la produttività. La soluzione al loro 
interno è mantenuta in movimento da un generatore di flusso d'aria, come nel caso dei 
sistemi air-lift. Il successo di questi reattori sta proprio nella tecnologia che consente di 
evitare le zone d’ombra e assicurare una buona illuminazione in ogni punto del 
pannello, incrementando l’efficienza fotosintetica. Di solito sono costruiti in materiale 
plastico trasparente e più raramente in vetro. Negli ultimi tempi si stanno  affermando 
sempre più dei flat panel costituiti da sacche in plastica piatte interconnesse tra di loro, 
in modo da formare una parete piatta. Reattori di questa forma si adattano 
all’istallazione sia outdoor che indoor. I pannelli generalmente sono istallati in modo 
verticale e possono essere posti anche a distanza ravvicinata tra loro grazie all’elevata 
efficienza nello sfruttare la luce diffusa. 
Figura 1.7 - Fotobioreattori flat panel. In basso a destra esempio di abitazione con 
sistema di depurazione delle acque domestiche a fotobioreattori, istallati sulla facciata 
dell'edificio. 
La soluzione, all’interno di questi reattori, riesce a raggiungere densità molto 
elevate, circa 2,1 g/L. Il loro impiego è spesso associato alle coltivazioni di microalghe 
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dotate di una spiccata attitudine a incrementare la produzione di lipidi in condizioni di 
stress. 
Sistemi bag system 
I bag system (Figura 1.8) sono costituiti da capienti borse di plastica, con un 
diametro di circa 0,5 m e sono dotate di un sistema di aerazione. Questi sistemi non 
appaiono di facile mantenimento perché, non essendovi agitazione, la coltura spesso 
sedimenta e si deposita sul fondo della sacca. 
Figura 1.8 - Fotobioreattore bag system. 
Impianti ibridi 
I sistemi ibridi possono rappresentare una soluzione vincente perché presentano i 
vantaggi propri sia dei sistemi aperti, sia di quelli chiusi. Il loro funzionamento, infatti, 
avviene in due fasi. La prima prevede l'utilizzo di fotobioreattori per lo step iniziale di 
sviluppo dell'inoculo senza che vi sia una contaminazione. Nella seconda fase, quando il 
ceppo algale è ormai dominante e resistente, la coltivazione è trasferita in laghetti aperti. 
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Questo tipo di sistema non è tuttavia molto utilizzato a causa degli eccessivi costi 
concernenti la prima fase. 
In generale gli impianti richiedono alti input economici ed energetici per essere 
avviati. Un esempio è l’energia richiesta per l’agitazione della soluzione. I costi stimati 
per questa operazione sono stati stimati intorno a 0,80 €/Kg per le vasche aperte, 1,27 
€/Kg per i reattori tubolari e 3,10 €/Kg per i reattori flat panel. 
Un sistema innovativo e ancora in via di sviluppo è il sistema a colture adese. 
Questi sistemi si basano sulla crescita delle microalghe su superfici favorendo la 
formazione di un biofilm algale. I vantaggi delle colture adese sono elevate densità 
cellulari, modesto uso di acqua ed energia e ridotti costi di raccolta ed essiccazione. 
Nelle colture adese, la raccolta, avviene semplicemente per raschiamento delle superfici 
oppure, se le alghe crescono su membrane, si aumenta la pressione interna, con acqua o 
aria, provocando il distacco del biofilm. 
 
Quelli appena citati sono i principali sistemi, esistono, tuttavia, delle varianti che 
pur utilizzando la stessa tecnologia si differenziano, dai precedenti, nelle geometrie e 
nei materiali utilizzati. Alcuni possono assumere forme, delle zone di crescita, 
elicoidali, triangolari o piramidali. Altri possono avere sistemi di illuminazione interna 
o a fibra ottica. 
La scelta del metodo di coltivazione più adatto deve essere fatto tenendo conto 
dei vantaggi e degli svantaggi proprio di ciascun impianto. Nella produzione di 
microalghe la valutazione della struttura per la coltura ha un peso non indifferente, in 
quanto, andrà a incidere sul costo di produzione della biomassa. Tuttavia, il prezzo di un 
impianto più costoso, potrebbe essere giustificato dai vantaggi che offre o dalla qualità 
della biomassa voluta, ad esempio, biomassa destinata a scopo alimentare o cosmetico. 
La ricerca si sta concentrando sul miglioramento della tecnologia così da diminuire il 
costo di produzione. 
Va considerato comunque che produrre biomassa algale è generalmente più 
costoso che coltivare delle piante. La fotosintesi richiede luce, CO2, acqua e sali 
inorganici. La temperatura deve rimanere tra i 20 e i 30°C. È necessario, perciò, 
ottimizzare le spese di gestione dell’impianto per riuscire a produrre microalghe a 
prezzi competitivi. Se la coltivazione ha lo scopo di generare biodiesel dalla sostanza 
grassa delle alghe, ridurre i costi significa riuscire a generare un combustibile con un 
prezzo concorrenziale, in grado di inserirsi nel difficile mercato dei carburanti. 
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Una soluzione, già utilizzata non solo nei sistemi aperti, è quella di usare la luce 
solare come sorgente luminosa. 
Per costruire la loro struttura, le microalghe, come il resto degli esseri viventi, 
hanno bisogno di una fonte di carbonio che, per le alghe foto autotrofe, è la CO2 
atmosferica. Il mezzo di crescita deve provvedere a fornire gli elementi inorganici di cui 
le alghe hanno bisogno, in particola azoto, fosforo (Chisti, 2007). 
Il 50% del peso secco delle alghe è dovuto al carbonio. Tutto il carbonio 
presente nell’organismo è stato fissato dalla cellula catturandolo dalla CO2 atmosferica. 
Si calcola che producendo 100 t di biomassa algale si possono sottrarre 183 t di biossido 
di carbonio dall’atmosfera. Gli impianti di depurazione, che utilizzano la coltivazione 
delle alghe, potrebbero avvalersi della CO2 contenuta nei fumi generati dagli impianti a 
combustione, in questo caso, la CO2 così ottenuta, potrebbe essere disponibile a costo 
nullo o basso (Chisti, 2007). 
Di recente si è assistito a notevoli sforzi nell’implementare la capacità, delle 
microalghe, di fissare la CO2 generata dai gas di scarico delle centrali elettriche. 
Un ruolo cruciale per lo sviluppo di queste metodologie è stato svolto 
dall’adozione dei certificati verdi a livello comunitario e da una crescente 
consapevolezza di poter reintegrare la biomassa algale nei cicli produttivi di tali 
centrali, aumentando l’efficienza totale ed infine l’adozione di normative stringenti in 
merito all’immissione di gas inquinanti nell’atmosfera. Le microalghe si sono 
dimostrate eccellenti vettori di biofissazione dell’anidride carbonica, la produzione di 
biomassa è correlata all’apporto di CO2 con un rapporto approssimativo di 1Kg di 
biomassa prodotta ogni 2 Kg di CO2 fissata. Gli impianti di produzione microalgale che 
fruttano questa capacità sono già una realtà, si possono citare, a tale proposito, la E.on 
di Amburgo (Figura 1.9), e la RWE (Figura 1.10) in Germania, che utilizzano la CO2 
proveniente da centrali elettriche a carbone per alimentare le microalghe coltivate in 
fotobioreattori flat-panel nel primo caso e a sacca nel secondo. La centrale ENI di Gela 
opera utilizzando i gas di scarico provenienti dalla raffineria della Texaco per la 
produzione di biomassa algale in fotobioreattori tubolari inclinati, immersi in acqua, per 
termostatare le colture. 
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Attualmente la produzione annua di massa algale è pari a 5 Kt/anno mentre la 
CO2 emessa è stimata a 20 x 10
6
 Kt/anno. Incrementando in maniera significativa la 
produzione di alghe possiamo avere una riduzione della CO2 in atmosfera ed una 
maggiore produzione di biodiesel con tutti i vantaggi ambientali che ne conseguono. 
Figura 1.9 - Fotobioreattore flat panel verticale della E.on di Amburgo. 
È necessario, però, riuscire ad abbassare i costi della biomassa. Ad oggi, sul 
mercato, sono presenti prodotti con un prezzo che si colloca nella fascia 10 – 300 €/Kg 
e che ricoprono una ridotta fetta di mercato (10 – 50 Kt/anno). Solamente grazie a 
tecnologie che consentono la produzione su larga scala, potremmo arrivare a costi di 
produzione che si aggirano intorno a 0,01 – 0,50 €/Kg, con un conseguente prezzo 
concorrenziale per i biocarburanti (Pulz and Gross, 2004). 
Più in generale, per ciò che concerne l’integrazione di colture microalgali 
all’interno dei cicli produttivi di centrali elettriche ed industrie si può affermare che 
questa sia una pratica conveniente e affidabile, che porti a un incremento nell’efficienza 
globale delle centrali stesse e che allo stesso tempo comporti una riduzione dei costi 







Figura 1.10 - Fotobioreattori sospesi a busta utilizzanti CO2 proveniente da una 
centrale a carbone. 
1.9 Metaboliti delle alghe 
Una delle possibilità per ammortizzare i costi di gestione, è riuscire a ottimizzare 
lo sfruttamento della biomassa algale, in modo da immettere sul mercato sostanze che 
sono prodotte naturalmente dalle microalghe. Le alghe sono composte prevalentemente 
da carboidrati, proteine e lipidi, con percentuali che variano da specie a specie, tutti 
metaboliti con un certo valore economico, utilizzati nei settori farmaceutici e alimentari. 
La componente lipidica varia dal 15 – 30%, e nelle cosiddette “alghe 
oleaginose” si arriva a percentuali comprese tra il 25 e il 65%. Oltre alla variabilità 
dipendente dalla specie, influiscono sul contenuto lipidico anche le condizioni 
sperimentali delle colture come intensità luminosa, temperatura, salinità, pH, umidità 
atmosferica ecc. Ulteriori incrementi in contenuto lipidico, si possono ottenere 
sottoponendo le specie algali a condizioni di stress quali la carenza o la privazione di 
sostanze nutritive (azoto, fosforo, silicio ecc.) o una forte concentrazione di cloruro di 
sodio (Griffiths and Harrison, 2009). 
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La frazione proteica oscilla tra il 30 e il 60%. Le proteine di origine algale 
spesso sono destinate alla produzione di principi attivi utilizzati nei farmaci, negli 
integratori alimentari e nei prodotti cosmetici (Acién F. et al., 2012). In Africa la specie 
Arthrospira platensis, più nota come Spirulina, è da secoli raccolta e utilizzata per 
l’alimentazione umana. Altre specie possono invece essere impiegate nella produzione 
di mangimi animali e andare a sostituire i prodotti derivati dalla soia e dal mais. 
I carboidrati rappresentano il 20 – 30% del peso e sono prodotti dalla cellula 
attraverso la fotosintesi. Hanno la doppia funzione di costituenti della membrana 
cellulare e di composti di riserva. Alla classe dei carboidrati appartengono molecole 
semplici come i monosaccaridi, o molecole più complesse costituite da due o più 
monosaccaridi organizzati in catene (disaccaridi, oligosaccaridi e polisaccaridi). Nelle 
microalghe, i carboidrati, sono comunemente presenti sotto forma di glucosio, xilosio, 
mannosio e ramnosio. I carboidrati con funzione di riserva, rientrano in quella categoria 
di composti utilizzati comunemente per effettuare la suddivisione tassonomica delle 
cellule, essendo specifici delle singole specie. I carboidrati estratti dalla biomassa 
trovano impiego nella produzione biologica di idrogeno, nella conversione 
termochimica e nella produzione di biocarburante per mezzo della digestione anaerobica 
e/o fermentazione anaerobica (Markou et al., 2005). 
Questi sono i tre costituenti principali delle cellule algali, ma non sono gli unici. 
Sono presenti, infatti, in percentuali minori, altre molecole che possono rivestire un 
notevole interesse economico. È il caso degli acidi grassi quali EPA e DHA, che hanno 
dimostrato di avere notevoli effetti benefici sulla salute umana e che grazie a una 
citazione dell’OMS hanno incrementato il loro valore di mercato. 
Gli acidi grassi svolgono molteplici funzioni all’interno della cellula e sono 
presenti sotto forma di fosfolipidi, glicolipidi e trigliceridi, sono prodotti nelle cellule 
grazie al catabolismo lipidico (Hu et al., 2008). Gli omega-3 fanno parte degli acidi 
grassi naturalmente prodotti dalle cellule algali. Questa molecola ricopre un notevole 
interesse in campo farmaceutico e alimentare (Simopoulos, 1999). La produzione degli 
acid grassi può essere favorita o inibita sottoponendo le cellule a condizioni di stress 
ottenute variando il pH, nutrienti, luminosità, salinità ecc. (Ben-Amoz et al., 1985; 
Chen et al., 2008). 
Le alghe hanno anche una serie di metaboliti secondari altrettanto importanti 
commercialmente, come i carotenoidi che sono accumulati nel citoplasma della cellula, 
con funzione di schermo e di difesa dei centri di reazione fotosintetca. I carotenoidi 
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trovano impiego come principi attivi nei farmaci e coloranti alimentari (Ben-Amotz et 
al., 1985; Borowitzka, 1988; Esteban et al., 2009). 
Le microalghe sono molto ricche di antiossidanti. La loro presenza nelle cellule 
algali è dovuta probabilmente ai cambiamenti di luce e ossigeno che hanno indotto 
questi microrganismi a produrre molecole in grado di proteggerli da fattori ossidanti. 
(Samarakoon, 2012). Il β-carotene è un metabolita secondario che è ampiamente 
utilizzato non solo in ambito cosmetico, ma anche come additivo alimentare. 
In alcune specie, come Dunaliella tertiolecta e Tetraselmis suecica, la vitamina 
E è presente in grande quantità, soprattutto se le alghe crescono in condizioni di stress. 
1.10 Altri impieghi delle microalghe 
Uno degli utilizzi più antichi che si conosca dell’utilizzo di alghe è sicuramente 
l’uso alimentare. L’utilizzo delle alghe nella cucina ha radici molto antiche e tutt’oggi 
fa parte della cucina tipica giapponese. 
L'alga Spirulina sp. era ad esempio utilizzata dagli Aztechi come componente 
principale nella preparazione di un dolce, inoltre la popolazione che vive nelle vicinanze 
del Lago Ciad nell'Africa Centrale, i Kanembu (Figura 1.11), usa da alcune centinaia di 
anni la stessa alga degli Aztechi per preparare una pietanza molto utilizzata, il dihè. 
Spirulina sp. fa parte del 70% della loro alimentazione ed è interessante come le 
popolazioni più povere del mondo usino questa pietanza come fonte principale di 
proteine nella loro dieta. 
Le microalghe, note per il loro valore nutrizionale, sono alla base della catena 
alimentare acquatica, la loro coltivazione per la produzione di mangime è una pratica 
risalente già a un secolo fa e da allora è aumentata rapidamente (Allen and Nelson, 
1910). Attualmente le microalghe sono ampiamente utilizzate in acquacoltura in quanto 
si collocano tra le più importanti fonti di nutrimento per gli organismi acquatici (Duerr 
et al., 1998), in particolare le specie allevate a tal fine appartengono alle classi 
Bacillariophyceae, Chlorophyceae, Cyanophyceae, Eustigmatphyceae, Prasinophyceae 
e Prymnesiophyceae. 
La produzione su larga scala di biomassa algale rappresenta un sostituto di 
elevata qualità degli ingredienti a base di pesce utilizzati come mangimi in acquacoltura 
perché consente di evitare situazioni di carenza di acidi grassi polinsaturi inoltre le 




Figura 1.11 - Raccolta della Spirulina nel lago Chad da parte della popolazione dei 
Kanembu e flacone di integratore a base di Spirulina. 
Tutte le sopracitate possibilità d’impiego delle microalghe se considerate 
isolatamente posso risultare proibitivi per quanto riguarda i costi di esercizio. Appare 
evidente come sistemi che riescono ad utilizzare sottoprodotti, derivati da altri processi, 
come input (CO2, nutrienti, energia termica ed elettrica) e che ottengono un output 
diversificato come bioprodotti, biocarburanti e servizi di bioremediation siano 
decisamente da privilegiare rispetto a quelli che dedicati a singoli processi industriali o 
commerciali. 
L’integrazione all’interno di più filiere energetiche e produttive come quella 
agroenergetica o della digestione anaerobica risulta particolarmente approprioato. Un 
esempio di input e output nella produzione di biocarburanti in sistemi open pounds è 
riportato di seguito (Figura 1.12). 
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Figura 1.12 - Esempio di schema integrato di produzione di biocarburante da 
microalghe. 
1.11 Biodiesel 
L’utilizzo di biocombustibile potrebbe essere una valida alternativa sia al gas 
che al petrolio. I biocombustibili sono prodotti da oli vegetali o grassi animali e 
rispecchiano a pieno l’etica della sostenibilità. Ogni stato è capace di autoprodursi 
queste fonti energetiche, dalle risorse del proprio territorio, intraprendendo una strada 
che porta al rallentamento dei cambiamenti e al risparmio energetico. 
Qualsiasi pianta oleaginosa può essere adatta alla produzione di olio che, dopo 
un processo di trans esterificazione, può essere convertito in biocarburante. Nei climi 
temperati le colture più comuni sono soia, colza e girasole che possono essere convertite 
in colture agro-energetiche. Una stima effettuata dall’International Energy Outlook ha 
ipotizzato che sostituendo i combustibili fossili con fonti energetiche rinnovabili, inclusi 
i biocombustibili, sarà possibile una riduzione dei gas serra emessi dell’80% 
(International Energy Outlook, 2008). 
Rispetto al comune gasolio, nella combustione del biodiesel si ha il 50% delle 
emissioni di monossido di carbonio e il 78% di quelle di biossido di carbonio in meno. 
Tutto il carbonio sprigionato nella combustione è lo stesso carbonio che era già presente 
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nell’atmosfera e che le piante hanno fissato durante la loro crescita. Il biodiesel non 
contiene idrocarburi aromatici e diossido di zolfo. 
La coltivazione di queste specie ha tuttavia sollevato delle polemiche per quanto 
riguarda la gestione del suolo e l’eco-compatibilità delle colture. Per fare un esempio, se 
volessimo rimpiazzare con il biodiesel l’intera quota di carburante utilizzato nel settore 
dei trasporti negli Stati Uniti, occorrerebbero 0,53 miliardi di m
3
 all’anno di carburante. 
La coltivazione di piante oleaginose, il recupero di olii esausti e la lavorazione dei 
grassi animali, non potrebbero soddisfare questa domanda. Se volessimo rimpiazzare 
anche solo la metà del carburante fossile richiesto, dovremo dedicare, alle colture agro-
energetiche, una superficie agricola che risulterebbe insostenibile (Chisti, 2007). 
Un’alternativa può venire dalle microalghe (Chisti and Yan, 2011). Le 
microalghe, oltre a non occupare suoli agrari, sono capaci di produrre una quantità di 
olio e lipidi, per unità di superficie utilizzata, 30 volte superiore di quella di qualsiasi 
pianta terrestre (Sheehan., 1998), riscontrando valori dall’80 al 50%, in lipidi, e valori 
dal 20 al 50% in olio, nella biomassa algale secca. Utilizzando ancora il paragone con 
gli Stati Uniti, sarebbe necessario impiegare solo dall’1 al 3% della superficie 
coltivabile degli USA per soddisfare il 50% del fabbisogno di carburante impiegato nei 
trasporti (Chisti, 2007). 
1.12 Normativa europea 
Considerando le evoluzioni politiche, che hanno visto una crescente integrazione 
delle politiche energetiche con quelle ambientali, l'Unione Europea ha programmato una 
serie di misure pensate per il periodo "post Kyoto", che trovava la sua naturale scadenza 
nel 2012. Gli sforzi dell’UE si traducono con la redazione della direttiva 2009/28/CE 
sulla promozione dell’uso dell’energia da fonti rinnovabili, che presenta 3 obiettivi da 
realizzarsi entro il 2020: 
1 - Riduzione del 20% (anno base 1990) dei consumi (miglioramento 
dell’efficienza energetica). 
2 - Riduzione del 20% delle emissioni di gas climalteranti. 
3 - Aumento del 20% della quota di fonti rinnovabili nel totale delle risorse 
utilizzate nei settori elettrici termici e per il trasporto. 
La direttiva 2009/28/CE, reca modifica e successiva abrogazione delle direttive 
2001/77/CE e 2003/30/CE (Commission of the European Communities, 2001; 
Commission of the European Communities, 2009) e stabilisce un quadro comune per 
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l'utilizzo di fonti rinnovabili al fine di limitare le emissioni di gas serra e di promuovere 
un trasporto più pulito. Ogni stato membro ha l’obbligo di far in modo che almeno il 
10% del carburante usato nel campo dei trasporti provenga da fonti rinnovabili entro il 
2020. Tale traguardo s’inserisce nell’obiettivo globale della direttiva, il così detto 
obiettivo 20/20/20. 
L’utilizzo delle microalghe per la produzione di biodiesel s’inserisce 
nell’obiettivo numero due e tre della direttiva 2009/28/CE, in quanto, parte dei gas di 
scarico delle industrie possono essere utilizzati per la produzione di biomassa e la stessa 
biomassa può essere, a sua volta, convertita in bioenergia. Inoltre, con la produzione di 
biodiesel da questa risorsa, si può soddisfare anche l’obbligo del 10% di carburante 
proveniente da fonti rinnovabili. 
Sicurezza energetica 
Secondo l’International Energy Agency (IEA) nel 2020 la dipendenza 
dell’Europa nell’importazione si aggira intorno al 90% per il petrolio e il 63% per il gas 
naturale, un notevole incremento se paragonati al 50% per il petrolio e il 36% per il gas 
naturale nel 2000. In aggiunta entro il 2030, il 70% del fabbisogno energetico europeo 
verrà soddisfatto da energia proveniente da fonti non rinnovabili ed importata da paesi 
extracomunitari (Doukas et al., 2011). 
L’elevata dipendenza dalle importazioni rende l’approvvigionamento energetico 
europeo instabile ed espone gli stati membri a rischi che dipendono dalla situazione 
socio-politico-economica dei paesi esportatori. 
Gli ultimi sforzi della comunità europea in fatto di energia sono indirizzati alle 
fonti rinnovabili. Nell Libro Bianco del 1995 furono identificati gli obiettivi per 
migliorare la competitività, la sicurezza e la protezione ambientale. Le risorse 
rinnovabili vennero riconosciute come fattori per aiutare a raggiungere questi obiettivi. 
Esse, infatti, riescono a coniugare sostenibilità e sicurezza. Ogni stato può autoprodursi 
l’energia di cui ha bisogno in base alle caratteristiche del proprio territorio. Un’energia 
o un carburante di origine nazionale è indubbiamente più sicuro di uno acquistato. Le 
risorse rinnovabili non hanno bisogno di combustibile per produrre energia e quindi non 
sono influenzate dalla volatilità dei prezzi del mercato energetico internazionale. Inoltre, 
ad eccezione dell’idroelettrico, gli impianti che utilizzano fonti rinnovabili sono più 
sicuri per l’ambiente e la comunità in caso d’incidente (Francés et al., 2013). Le risorse 
rinnovabili possono soddisfare la richiesta dei paesi in via di sviluppo, soprattutto nelle 
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aree rurali, dove la rete di distribuzione dell’elettricità non è sempre realizzabile 
economicamente. Per di più, la disponibilità di queste risorse è assicurata 
indefinitamente (Menegaki, 2010), senza dimenticare che l’industria delle risorse 
rinnovabili potrebbe dare lavoro a 8,5 milioni di persone entro il 2030 (European 
Renewable Council, 2010). 
Inoltre, l’energia e il combustibile prodotti da fonti rinnovabili rispecchiano 
perfettamente il principio di sostenibilità definito come la capacità di soddisfare le 
esigenze attuali senza compromettere la possibilità delle generazioni future di 





2 - PARTE SPERIMENTALE 
2.1 Obiettivi 
Questa tesi si è inserita in progetto di ricerca del Dipartimento di Scienze 
Agrarie, Alimentari e Agro-ambientali (DiSAAA) sull’impiego di colture algali per la 
fitodepurazione di acque inquinate, in particolare di acque portuali inquinate da 
idrocarburi. 
Il DiSAAA, infatti, ha partecipato al progetto “Manunet transnazional call” 
(acronimo MAR3) come sub-contraente del partner progettuale Geopolaris srlu 
(Livorno). Nell’Appendice 1 il progetto MAR3 e il consorzio responsabile sono 
illustrati sinteticamente. 
Nell’ambito di questo progetto il Dipartimento ha partecipato alla progettazione 
e realizzazione di un fotobioreattore-pilota e ne ha effettuato il collaudo. Il 
fotbioreattore è stato costruito da un partner spagnolo (FC Technics, Barcellona) del 
Progetto MAR3 ed è stato installato in una serra del DiSAAA. 
Per il collaudo del fotobioreattore è stato necessario condurre un esperimento in 
laboratorio (comunque non in coltura sterile) per determinare il livello massimo 
dell’acqua inquinata da aggiungere al mezzo di crescita. L’acqua inquinata era fornita 
direttamente da Geopolaris ed era costituita dalle morchie residue del primo step di 
depurazione delle acque portuali inquinate. Questa prima depurazione era realizzata in 
un bioreattore con batteri aerobi (Appendice 1). 
Parallelamente alle verifiche sperimentali sul fotobioreattore, è stato avviato un 
lavoro di laboratorio per verificare l’effetto sulla crescita di Chlorella vulgaris in 
coltura sterile con un mezzo arricchito di rame e/o zinco, simulando la disponibilità di 
acqua contaminata con questi elementi. 
2.2 Materiali e metodi 
Coltura di C. vulgaris  
La microalga utilizzata nell’esperimento è stata Chlorella vulgaris, una 
microalga unicellulare, eucariotica. Di seguito viene riportata la classificazione 
tassonomica (Sammlung von Algenkulturen Göettingen, SAG) (www.uni-
goettingen.de): 
Dominio:  Eucariota. 
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Regno:  Viridiplantae. 
Divisione:  Chlorophyta. 
Classe:  Trebouxiophyceae. 
Ordine:  Chlorellales. 
Famiglia  Chlorellaceae. 
Genere:  Chlorella. 
Specie:  Vulgaris. 
Le sue dimensioni oscillano tra i 2 e i 10 µm, è priva di flagello e contiene sia 
clorofilla a che b. 
Il ceppo utilizzato è stato isolato dal Dipartimento di Scienze Agrarie, 
Alimentari e Agro-Industriali dell’Università di Pisa, da un bacino di raccolta delle 
acque di percolazione di una discarica di rifiuti solidi urbani, nel comune di Rosignano 
in provincia di Livorno. 
Descrizione del fotobioreattore e dell’attività di collaudo 
Il fotobioreattore è stato avviato con 20 L di mezzo nutritivo, con principi attivi 
di laboratorio disciolti in acqua distillata e 10 L di inoculo a densità ottica, misurata a 
530 nm, di 2,2742, di Chlorella vulgaris proveniente da coltivazioni di laboratorio in 
condizione di asepsi e condizioni di crescita controllate (temperatura di 24°C, irradianza 
120 µmol∙m-2∙s-1 e fotoperiodo di 16h), l’inoculo in laboratorio è stato mantenuto in 









  Flussi in entrata 
  Flussi in uscita 
  Dati 
S.1: Sensore pH 
S.2: Sensore temperatura 
S.3: Sensore torbidità 
S.4: Sensore ossigeno disciolto in 
soluzione 
1: Monitor temperatura e pH 
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Le parti fondamentali del fotobioreattore sono i serbatoi per la raccolta e lo 
stoccaggio dei mezzi nutritivi e della soluzione algale. Il serbatoio principale è costituito 
da un cilindro con volume di 30 L che contiene la soluzione algale (Figura 2.1), un 
serbatoio per la raccolta della biomassa, un contenitore munito di agitatore meccanico 
che contiene il mezzo di crescita (Figura 2.2) e un recipiente da impiegare in caso di 
emergenza. 
Un flussimetro regola la miscela di aria, proveniente da un compressore, e CO2, 
proveniente da una bombola sotto pressione. La miscela gassosa ha la duplice funzione 
di arricchire la miscela di ossigeno e CO2 e di mantenere il mezzo in movimento, 
evitando fenomeni di sedimentazione e adesione alle pareti. 
Una lampada emettente luce PAR assicura l’irradianza necessaria alla crescita, 
con un fotoperiodo di 12h e una lampada a infrarossi è settata per accendersi 
automaticamente ogni qualvolta la temperatura scende sotto i 15°C. 
Figura 2.1 - Fotobioreattore, serbatoio principale, contenente la biomassa algale. 
Altrettanto importante è l'espulsione dei gas prodotti e l'immissione di aria 
arricchita con anidride carbonica, in tal modo si assicura il ricambio dei gas e 
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s’incrementa, con una maggiore concentrazione di anidride carbonica, il processo 
fotosintetico. 
 Figura 2.2 - Serbatoio del mezzo di crescita con agitatore. 
La crescita delle microalghe è inoltre favorita dall'esposizione di ogni cellula alle 
medesime condizioni, indipendentemente dal punto in cui si trovi la cellula; ciò è reso 
possibile grazie a un sistema di gorgogliamento che mantiene la soluzione in un 
costante stato d'agitazione. 
La produzione della biomassa e l'assorbimento di nutrienti da parte delle 
microalghe sono entrambi ottimizzati e assicurati per mezzo di una serie di sistemi e di 
sensori, che monitorano costantemente i parametri di crescita.  
Il monitoraggio dei parametri che regolano lo sviluppo della coltura è assicurato 
da sensori che, raccolti i dati, li inviano a un computer (Figura 2.3), attraverso cui è 
possibile visualizzare i valori istantanei e le variazioni nel tempo del pH, della torbidità, 
della temperatura, della conduttività elettrica e dell'ossigeno disciolto. 
L'impianto è inoltre dotato di un serbatoio d'emergenza, dalla capienza pari a 
quella del bioreattore, il cui uso è limitato a situazioni straordinarie, ovvero qualora si 
renda necessario liberare rapidamente il contenuto del bioreattore. 
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Serbatoio pe la raccolta delle microalghe. 
 
Figura 2.3 - Sistema informatico per l'immgazzinamento e trattamento dati. 
Per circoscrivere e controllare adeguatamente l'ambiente di crescita, il cilindro 
del fotobioreattore è chiuso con un coperchio (Figura 2.4), in cui sono inseriti i tubi per 
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i flussi d'ingresso (soluzione nutritiva e aria arricchita con CO2), quelli per i flussi in 
uscita, ovvero i gas prodotti e la biomassa da prelevare e infine vi sono quattro sensori 
(pH, temperatura, torbidità e ossigeno disciolto). 
Figura 2.4 - Coperchio del fotobioreattore compreso di innesti per il sistema di 
gorgogliamento e per i sensori. 
I tubi per i flussi d'ingresso e d'uscita inseriti nel cilindro del bioreattore 
assicurano un adeguato ricambio gassoso, inoltre mantengono la soluzione in uno stato 
d'agitazione; si comportano per tale motivo da agitatori del mezzo di crescita. 
Nella parte inferiore del cilindro sono inoltre presenti due tubi, uno dei quali è 
interno mentre l'altro è collocato esternamente, che consentono i flussi in entrata ed in 
uscita, ovvero permettono il prelievo di biomassa e l'ingresso nel fotobioreattore di 
mezzo nutritivo e delle acque reflue. 
La biomassa può essere prelevata in modo automatico, tuttavia in tal caso il 
prelievo è possibile solo se il volume è superiore al 90% del volume complessivo, 
inoltre ogni prelievo avviene in modo tale da non abbassare la torbidità al di sotto di un 
certo limite minimo (0,8 g/L). 
Se la temperatura specialmente durante la notte si abbassa al di sotto del limite 
stabilito di 15 °C si accende automaticamente una lampada IR, collocata frontalmente 
all'altra, che garantisce la sopravvivenza delle alghe (Figura 2.5). Una corretta 
illuminazione è assicurata da una lampada PAR (Figura 2.6) prodotta dalla 
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SUNMASTER e di potenza pari a 600 W, che emette nello spettro del visibile con due 
picchi massimi collocati nel rosso e nel blu. 
Figura 2.5 - Lampada a luce infrarossa. La sua accensione avviene in maniera 
automatica nel caso in cui la temperatura scenda sotto i 15°C. 
Figura 2.6 - Lampada PAR, emettente luce nel campo del visibile. 
Il serbatoio per la soluzione nutritiva è un recipiente di plastica, dotato di una 
valvola di scarico in prossimità del fondo, che consente quindi, tramite un collegamento 
in tubi, il rifornimento al fotobioreattore (Figura 2.7). 
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L'agitatore è associato al serbatoio destinato alla soluzione nutritiva, composta 
da mezzo di crescita TAP ed è connesso direttamente con la centralina elettrica, può 
infatti essere azionato per mezzo del computer; la regolazione della velocità è permessa 
da un variatore di frequenza collocato in prossimità dell'agitatore stesso. 
La soluzione omogenea viene  inviata tramite una pompa al fotobioreattore. 
Infine, alzando il coperchio, è possibile immettere nel fotobioreattore una certa quantità 
di soluzione contenente l'inoculo di Chlorella vulgaris,  in rapporto 1:3 con la soluzione 
di TAP . 
L'iniezione d'aria all'interno del bioreattore avviene per mezzo di un 
compressore, che crea un flusso d'aria, ed è importante al fine del mantenimento della 
soluzione in un continuo stato d'agitazione, in quanto ciò è necessario per limitare la 
deposizione di biomassa sulle superfici, in particolar modo sul fondo (Figura 2.8).  
L'impianto è dotato di un flussimetro e di un serbatoio di anidride carbonica, in 
quanto è previsto un arricchimento con anidride carbonica tale da rappresentare uno 
stimolo per la fotosintesi delle microalghe. 
Figura 2.7 - Il compressore che produce il flusso d'aria necessario al gorgogliamento 
Il flusso dell'aria e quello della CO2 sono dunque inizialmente separati, tuttavia 
in seguito convergono nel punto d'inserimento del flussimetro, formando perciò un 
unico flusso con una maggiore percentuale di anidride carbonica rispetto a quella 
atmosferica (Figura 2.9). 
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Questo sistema è controllato da un software e in condizioni ordinarie è 
mantenuto costantemente in funzione, vi è tuttavia la possibilità di regolare i due flussi 
tramite il flussimetro (Figura 2.10), che per mezzo di una valvola, consente di 
incrementare o diminuire la quantità di CO2 che va ad arricchire il flusso d'aria in 
entrata; infine l'operatore può interrompere il flusso in entrata qualora abbia necessità di 
prelevare campioni. 
Il monitoraggio costante dei parametri avviene grazie a sensori interni ed esterni 
al bioreattore che raccolgono dati e li inviano alla centralina. Grazie al software 
installato nel computer è possibile visualizzare su diverse schermate i valori e, in alcuni 
casi, anche le loro variazioni nel tempo. 
La schermata di raccolta riassume tutti quei parametri utili ai fini della raccolta 
della biomassa, come il periodo di funzionamento dell'agitatore che rende omogenei il 
mezzo di crescita e l'acqua reflua, la torbidità, espressa in concentrazione (g/L) 
dell'inoculo di Chlorella vulgaris, la percentuale di volume prelevato rispetto al volume 
totale, e infine il tempo di raccolta, che si riferisce al momento in cui avremo il prelievo 
automatico della soluzione; inoltre sono presenti due grafici di cui uno indica il volume 
nel bioreattore, mentre l'altro riguarda la torbidità, indice come abbiamo visto della 
concentrazione dell'inoculo. 
La schermata dell'anidride carbonica e dell'irradianza presenta grafici che 
riassumono l'andamento della torbidità, del pH, della luce e dell'anidride carbonica 
presente nel mezzo di crescita rilevate dai sensori (Figure 2.11 e 2.12). 
I sensori che monitorano questi parametri di crescita (pH, irradianza e torbidità) 
sono inseriti nel coperchio del cilindro, e monitorano in continuo, mentre la percentuale 
di anidride carbonica nel flusso d'aria in ingresso è rilevato dal flussimetro, sopra al 
quale è collocato un sensore che rileva l'irradianza (Figura 2.11). 
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Figura 2.8 - Punto d'incontro tra il flusso d'aria e quello di anidride carbonica. 
Figura 2.9 - Flussimetro che consente di regolare la percentuale di anidride carbonica 
nel flusso d'aria. 
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La schermata della temperatura consente di visualizzare la temperatura attuale e 
le sue variazione nel tempo, grazie a un sensore collocato anch'esso internamente al 
cilindro del fotobioreattore. Il software inoltre è programmato affinché ci sia una 
segnalazione qualora la temperatura sia inferiore a 15 °C o superiore ai 35 °C. 
Infine la conduttività e l'ossigeno disciolto in soluzione, rilevati da due sensori 
presenti nel coperchio del cilindro, sono visualizzati in un'altra schermata sia come 
valori istantanei e sia come variazioni nel tempo, per mezzo di due grafici. 










Figura 2.11 - Sensore dell'irradianza. 
Figura 2.12 - Sensori inseriti nel coperchio del fotobioreattore. 
Test di sopravvivenza di Chlorella vulgaris a varie concentrazioni di morchie 
Oltre a monitorare e garantire il corretto funzionamento del PBR è stato 







Figura 2.13 - 12 - Beute contenenti la soluzione algale con diverse percentuali di 
morchie (partendo da destra 0, 0.5, 1.5, 3, 6, 12, 25 e 50%). Le due immagini si 
riferiscono all’inizio dell’esperimento, T0 (sopra) e alla terza ed ultima settimana, T3 
(sotto). 
Queste analisi, hanno come obiettivo l’individuazione di una curva di 
sopravvivenza delle alghe dopo essere state inoculate a varie concentrazioni di 
dispersione di morchie. Il risultato di questa sperimentazione ha consentito di 
evidenziare l’eventuale sopravvivenza delle alghe alla dispersione delle morchie e 
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successivamente scegliere la giusta concentrazione da somministrare alla soluzione 
contenuta nel PBR. L’esperimento è stato condotto utilizzando beute da 50 mL in 
condizioni non sterili e di luce e temperatura controllate. In ogni beuta è stato introdotto 
lo stesso volume (9 mL) di mezzo nutritivo (TAP) e di inoculo (1 mL), volume totale 
per il momento 10 mL. Il mezzo nutritivo è analogo a quello del PBR e l’inoculo è stato 
prelevato direttamente dal fotobioreattore. Infine alle beute sono stati aggiunti 10 mL di 
una miscela di morchie (diluito al 50% v/v, rispetto al campione fornitoci da ARCHA) 
rispettivamente alle concentrazioni: 0, 1, 3, 6, 12, 25, 50, 100% in acqua distillata. In tal 
modo le concentrazioni finali di morchie rispetto al volume totale (20 mL) presenti nelle 
beute vengono ad essere: 0, 0.5, 1.5, 3, 6, 12.5, 25 e 50%. Gli otto trattamenti sono stati 
riprodotti in 3 repliche e posti in agitazione. Il campione è stato prelevato 
settimanalmente per le misure della D.O. e dei pigmenti fotosintetici. La Figura 2.13 
mostra le immagini della sperimentazione in beuta all’inizio del test (T0) e dopo tre 
settimane (T3). Nella prima immagine si osserva che la colorazione da verde chiaro 
nelle prime beute diventa marrone al crescere della percentuale di morchie impiegate. 
La seconda immagine, dopo tre settimane, mostra una maggiore uniformità tra le beute 
dovuta allo sviluppo delle alghe a tutte le concentrazioni come descritto dall’aumento 
delle concentrazioni dei pigmenti fotosintetici, Figura 2.21. 
Mezzo di crescita 
Il mezzo di crescita utilizzato per Chlorella vulgaris è il TAP Medium, acronimo 
di Tris-Acetate-Phosphate. Il mezzo è stato modificato rispetto a quello descritto in 
letteratura (Gorman et al., 1965), introducendo come fonte di azoto il nitrato di potassio 
anziché l’ammonio. La composizione del mezzo è riportata in Tab. 3. 
Il mezzo è stato preparato in acqua demineralizzata e successivamente 
sterilizzato in autoclave a 120°C per 20 min a 2 atm. Il mezzo viene conservato in 
camera fredda a 4°C. 
Oltre al TAP del controllo sono stati preparati altre tre mezzi arricchiti di rame, 








Tabella 2 - Composizione del mezzo di crescita TAP Medium (modificato). 
SALI CONCENTRAZIONE (mM) 
CONC. MEZZO 
ARRICCHITO (mM) 
TRIS 18,700 18,700 
KNO3 6,925 6,925 
MgSO4 x 7H2O 0,400 0,400 
CaCl2 x 2H2O 0,375 0,375 
K2HPO4 1,234 1,234 
KH2PO4 0,799 0,799 
Acido Acetico Glaciale 0,015 0,015 




































Preparazione della soluzione algale 
Una colonia prelevata da piastre di Petri, mantenute in condizioni di axenia e 
crescita controllota, è stata trasferita in una beuta di piccolo volume (25 mL), 
contenente TAP Medium, per una settimana e posta alle seguenti condizioni: agitazione 
a 70 rpm, temperatura di 24°C, gorgogliamento con aria compressa ed irradianza di 120 
µmol∙m-2∙s-1. 
Successivamente, il contenuto, viene coltivato e cresciuto, trasferendolo in beute 
più grandi e aggiungendo nuovo mezzo nutritivo, fino ad ottenere un volume finale di 5 
L di coltura madre. 
La coltura madre presentava le seguenti caratteristiche: 
 
- Densità ottica: 2,4803 
- Sostanza secca: 1,3960 g∙L-1 
- Numero di cellule: 67,1875∙106 mg∙L-1 
- Clorofilla a:  21,9945 mg∙L-1 
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- Clorofilla b:  16,6598 mg∙L-1 
- Clorofilla totale: 38,6543 mg∙L-1 
- Carotenoidi:  3,4364 mg∙L-1 
- Feopigmenti:  1,5529 mg∙L-1 
 
Seguendo lo schema sperimentale mostrato di seguito, le cellule della coltura 
madre sono state centrifugate, il surnatante eliminato ed il pellet lavato per tre volte con 
acqua distillata. Il processo di eluizione in acqua distillata è volto ad eliminare tracce di 
sali contenuti nel mezzo di crescita, ormai esausto, e rimasti adesi alla parete cellulare, 
nonché essudati algali e porzioni di cellule rotte. Tale processo è detto lavaggio delle 
cellule. In questo caso il processo di lavaggio è ripetuto per due volte. 







Figura 2.15 – Schema sperimentale dell’esperimento. 
  
Coltura madre Misure: 
1. D.O. 
2. Sostanza secca 
3. Conta cellulare 
4. Clorofille 
Centrifugazione e lavaggio delle cellule (x3 volte) 
Il pellet viene raccolto e sospeso 
in una beuta contenente 6,1 L di 







350 mL di inoculo viene 
ripartito in 16 beute 
Trattamenti: 
1. Controllo: Non viene aggiunto niente. 
2. Cu 10X: Vengono aggunti 315µL di soluzione 
stock di rame 10000X. 
3. Zn 10X: Vengono aggunti 315µL di soluzione 
stock di zinco 10000X. 
4. Cu, Zn 10X: Vengono aggunti 315µL di soluzione 
stock di zinco 10000X e 315µL di soluzione stock 
di rame. 
 
1 beuta da 500 mL 
viene preparate per 
la misura della 
Vengono preparati uno stock di Cu e di 
Zn a concentrazione 10X rispetto a 
Misure: 
Peso sostanza 
secca al tempo 
t=0 
NOTE 
• Un campione di 50 mL, del mezzo di crescita classico e arricchito di metalli pesanti, 
viene conservato per la misura del rame e dello zinco effettivi. 
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Figura 2.15 – Schema sperimentale dell’esperimento. 
  
52 mL vengono prelevati da ogni beuta al 








• Analisi dei 
metalli 
• Peso sostanza 
Misure: 
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• Le misure al tempo t=fin vengono effettuate riportando a 
volume le beute con acqua distillata nel caso di una forte 
evaporazione. 
• Le misure sulle acque di lavaggio vengono effettuate nel caso 
si notino delle perdite di massa nelle analisi dei metalli pesanti 















Dopo i lavaggi le cellule vengono sospese in 6 L di mezzo fresco ed andranno a 
costituire l’inoculo dell’esperimento. Di seguito sono riportate le caratteristiche 
dell’inoculo: 
- Densità ottica: 1,1017 
- Sostanza secca: 0,2443 g∙L-1 
- Numero di cellule: 14,73∙106 mg∙L-1 
- Clorofilla a:  2,6869 mg∙L-1 
- Clorofilla b:  1,2189 mg∙L-1 
- Clorofilla totale: 3,9058 mg∙L-1 
- Carotenoidi:  3,9150 mg∙L-1 
- Feopigmenti:  assenti 
350 mL di inoculo vengono poi ripartiti in 12 beute da 500mL e aggiunto una 
soluzione di Cu e Zn in modo da avere: 
- 3 beute: Controllo. 
- 3 beute: con arricchimento di Cu 10 volte superiore al controllo. 
- 3 beute: con arricchimento di Zn 10 volte superiore al controllo. 
- 3 beute con arricchimento di rame 10X e zinco 2X. 
Essendo state trasferite da un’unica coltura, le 12 beute dell’esperimento 
presentano circa gli stessi valori, al tempo 0, dell’inoculo. 
Le beute, per tutto il corso dell’esperimento, sono state poste su un agitatore a 80 
rpm, con gorgogliamento d’aria. 
Le beute, per tutto il corso dell’esperimento, sono state poste su un agitatore a 80 
rpm, con gorgogliamento d’aria. 
Densità ottica 
La densità ottica (DO) è un parametro che consente di quantificare la densità 
delle cellule nel mezzo. È stata misurata con spettrofotometro GBC Scientific 
Equipment Pty Ltd, Cintra 101, alla lunghezza d’onda di 530 nm (Vona et al., 2004). La 
lunghezza d’onda scelta ricade al centro dei due picchi di assorbimento della clorofilla, 
quindi consente di determinare la densità delle cellule senza alcuna sovrapposizione con 






Spettro di assorbimento della clorofilla di tipo a e b. 
 
Biomassa 
Sono stati prelevati 100 mL di campione al tempo zero, dopo una settimana e 
dopo due settimane e posti in una falcon da 100mL precedentemente pesata. Il 
campione è stato centrifugato per separare il pellet dalla fase liquida. Il surnatante è 
stato conservato per le analisi dei metalli pesanti mentre il pellet è stato lavato con 
acqua distillata e centrifugato per 4 volte. 
Dopo l’ultimo lavaggio il pellet è stato posto in stufa, ad una temperatura di 
70°C. Dopo una settimana la falcon contenente il pellet è stata pesata, dal peso lordo è 
stata tolta la tara per calcolare il peso della biomassa secca. 
Conta cellulare 
La conta cellulare è stata effettuata mediante la Camera di Burker (Figura 2.16), uno 
speciale vetrino che presenta una quadrettatura visibile solo al microscopio (Figura 
2.17). Il campione è stato prelevato mantenendo le condizioni di sterilità mediante 
pipetta e, appoggiando la punta della stessa, sul bordo della camera di Burker, la 
soluzione è stata fatta diffondere per capillarità tra la camera e il copri oggetto. 
L’operazione di conta avviene al microscopio ottico ad un ingrandimento 10 X. 
Vengono contate le cellule contenute nei quadratini posti lungo le diagonali della 
camera. La camera di Burker è costituita da due settori, uno in alto e uno in basso. 
Ciascun settore è formato da 12 x 12 = 144 quadratini da 1/250 di µL (Figura 2.17). 
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Contando le cellule lungo le diagonali si contano in tutto 48 quadratini, ovvero 24 
quadratini per ciascun settore. 
Sapendo che ogni quadratino corrisponde a 1/250 di µL, il numero medio di cellule per 
quadrato (N) va moltiplicato per 250, ottenendo, così, il numero di cellule in 1 mL del 
campione. 
                            ⁄            
Dove: 
- N è il numero di cellule che si contano all’interno dei quadrati lungo le 4 
diagonali. 
- 48 sono i quadrati che costituiscono le 4 diagonali. 
- 250 è il fattore che considera il volume di ciascun quadratino. 
- 1000 è il fattore di conversione da µL a mL. 
 
 







Figura 2.17 - Reticolo di una delle due sezioni della camera di Burker. è strutturato in 9 
quadrati più grandi delimitati da tre righe parallele con all'interno altri quadratini 
delimitati da 2 righe parallele. 
Pigmenti clorofiliani e feopigmenti 
Un 1 mL della soluzione è stato prelevato, sotto cappa sterile, e posto in Eppendorf, 
segue centrifugazione con Euroclone, Speed Master 18R, per 10 min a 2000 rpm. Il 
surnatatnete che ne deriva viene eliminato, invece il pellet viene risospeso in acqua 
demineralizzata prima di una seconda centrifugazione. L’operazione di lavaggio viene 
eseguita due volte in totale. Il pellet viene immerso per 2 volte in azoto liquido, (avendo 
cura di bucare il tappo dell’Eppendorf per evitare perdite di campione), per determinare 
la rottura della parete cellulare per poter misurare tutta la clorofilla. Segue un’estrazione 
in 1 mL di metanolo per 24 ore in camera fredda. 
Il giorno dopo si procede con centrifugazione a 10000 rpm per 5 min, il 
surnatante viene prelevato mediante pipetta e posto in una cuvetta per la lettura allo 
spettrofotometro, alle lunghezze d’onda di: 665,2 nm, 652,4 nm e 470 nm. 
Per la determinazione del contenuto di clorofilla è necessario inserire i valori 
letti allo spettrofotometro nelle seguenti formule (Lichtenthaler, 1983): 
 
                                      
                                       
                                        
            
                           





La feofitina è una forma modificata della molecola della clorofilla, con l’anello 
porfirinico privo dello ione Mg
2+
 sostituito da due atomi di H (Rascio et a., 2012). La 
feofitina si presenta quando le condizioni vitali dell’alga non sono ottimali e la clorofilla 
viene degradata. Per la sua misurazione è stato necessario addizionare 10 µL di una 
soluzione di HCl 1 M direttamente nella cuvetta contenente la clorofilla estratta. La 
lettura allo spettrofotometro va effettuata ad una lunghezza d’onda di 665 nm prima e 
dopo l’acidificazione. Il valore deve essere inserito nella seguente formula 
(Lichtenthaler, 1983): 
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pH e conducibilità elettrica 
La conducibilità è un parametro che ci consente di misurare la capacità del mezzo di 
farsi attraversare da una corrente elettrica. Per fare un esempio, l’acqua distillata è un 
cattivo conduttore di elettricità, poiché non contiene ioni, che sono i responsabili del 
trasporto delle cariche elettriche, dunque, della conduzione dell’elettricità. Un mezzo 
con molti ioni disciolti, quindi, sarà un ottimo conduttore e presenterà un’elevata 
conducibilità. 
Il pH è una scala di misura dell’acidità o della basicità di una soluzione, con un 
range da 0 a 14 e temperature di 25°C. 
Il pH e la conducibilità elettrica sono stati misurati con il multimetro XS 
Instruments PC 7 Portable PH/Cond. Meter. In genere, nel corso della crescita delle 
alghe, in mezzo TAP modificato, il pH ha valori iniziali di 7,0/7,5 (utilizzando il TAP 
Medium come mezzo di crescita) per poi stabilizzarsi intorno ad un valore di 9,0 nel 
giro di 7/10 giorni. 
La conducibilità elettrica ci da una misura della capacità del mezzo di condurre 
corrente. Nei liquidi le cariche, responsabili della conduzione, sono trasportate dagli 
ioni, la conducibilità quindi ci dà una stima della quantità di ioni disciolta nell’acqua. 
Durante gli esperimenti di crescita si verifica una conducibilità decrescente, poiché, le 
molecole ioniche disciolte nel mezzo rappresentano il nutrimento delle alghe. Durante il 




Analisi dei metalli pesanti nella biomassa 
Le analisi dei metalli pesanti sono state effettuate sulla biomassa secca. I campioni sono 
stati prelevati al tempo zero, dopo una settimana e dopo due, di crescita. Il campione è 
stato sottoposto a centrifugazione e lavaggio del pellet, costituito da sole cellule. Il 
pellet è stato rieluito in acqua distillata e nuovamente centrifugato. Questa operazione 
viene ripetuta quattro volte per eliminare qualsiasi traccia di sali minerali della 
soluzione nutritiva trattenuti dalle pareti cellulari. Il campione è stato centrifugato, 
lavato quattro volete e posto in stufa a 70°C fino a peso costante. 
La sostanza secca viene digerita in 5 mL di acido nitrico e 2 mL di acido 
perclorico, per un’ora a 220°C. Il volume rimanente è stato portato a 40mL in una 
falcon e filtrato con filtro di carta, con porosità 10 µm. 
La soluzione ottenuta è stata analizzata con spettroscopia di assorbimento 
atomico (VARIANA, AA240FS) per rilevare le concentrazioni di rame e zinco. 
Il dato ottenuto in mg/L va poi inserito nella seguente formula per ottenere i mg 
di metallo per Kg di sostanza secca. 
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Il periodo totale di sperimentazione e collaudo del fotobioreattore è stato di 88 
giorni. Al 18° giorno c’è stato il passaggio da mezzi nutritivi ad elevata purezza a mezzi 
ottenuti sciogliendo in acqua distillata sali da serra. Il 52° giorno, alla soluzione algale 
sono state somministrate le dispersioni di morchie alla concentrazione del 12% come si 
vedrò nel paragrafo seguente. 
In tutto il periodo di osservazione sono stati misurati i parametri di temperatura, 
biomassa secca e pH come riportato in Figura 2.18. 
Nella prima parte di sperimentazione le temperature hanno un trend decrescente 
che l’andamento stagionale della diminuzione della temperatura atmosferica. Al 
sessantacinquesimo giorno le temperature sono scese sotto i 15°C, pertanto si è resa 
necessaria l’accensione della lampada IR che ha riportato le temperature a livelli 
ottimali e costanti come si vede nella parte terminale del grafico. 
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Nel grafico della torbidità di Figura 2.18 si possono notare le oscillazioni 
dovute alla raccolta che avveniva al valore prefissato di 0.8 g/L. 
Nei primi 18 giorni l’andamento dei picchi è abbastanza regolare, in questo 
periodo il PBR è stato alimentato con soluzione nutritiva creata con prodotti di 
laboratorio ad alta purezza. 
Nell’intervallo di tempo che va dal 18° al 52° c’è stato il graduale passaggio da 
mezzo di coltura TAP prodotto con sali da laboratorio ad un mezzo di coltura TAP 
prodotto con sali di serra a bassa purezza. In questo periodo si osserva un primo 
intervallo, 18° - 32° giorno, di acclimatazione delle alghe al nuovo mezzo, registrando 
minimi di torbidità (0,1 – 0,2 g/L), segue una regolarizzazione dell’andamento anche 
dopo l’immissione delle morchie (52° giorno). 
Nei primi 18 giorni non c’è stato arricchimento di CO2 della soluzione, 
l’acidificazione, perciò, è stata effettuata manualmente con soluzioni 1 M di HCl. Con 
l’istallazione dell’impianto della CO2, l’andamento del pH (Figura 2.18) e più regolare, 
in quanto, la correzione dell’acidità avviene in maniera automatica attraverso l’utilizzo 
di questo gas accuratamente miscelato con l’aria. Si può osservare che i picchi di pH 
coincidono con i massimi di produzione algale (grafico della biomassa) e che al 52° 
giorno, giorno in cui è stata avviata la sperimentazione con le morchie, si ha 
un’acidificazione della soluzione. 
Le misure riportate di seguito (Figura 2.19) sono state effettuate su campioni 
prelevati durante le fasi di raccolta della biomassa. Il primo grafico mostra la quantità di 
biomassa secca per unità di volume, misurata prelevando 100 mL e ponendolo in stufa a 
70°C per 10 giorni, il grafico mostra come il passaggio ai sali di serra non abbia influito 
sulla produzione di biomassa che, anzi, è leggermente aumentata. 
La densità ottica non mostra differenze significative durante l’intera 
sperimentazione. Contemporaneamente sugli stessi campioni sono stati misurati i 
pigmenti fotosintetici e i feopigmenti, i cui valori sono riportati nel grafico in basso di 
Figura 2.19. il grafico mostra un aumento della clorofilla dopo la somministrazione di 


















































Figura 2.18 - Dati rilevati giornalmente. Il grafico in alto rappresenta l’andamento della 
temperatura della soluzione algale durante la sperimentazione, il punto di discontinuità 
al giorno 65 indica il giorno di accensione della lampada ad infrarossi che ha riportato le 
temperature a valori ottimali e costanti; nel grafico centrale sono riportati i valori della 












































































Figura 2.19 - dati riportati in figura si riferiscono a campioni algali prelevati quando la 
torbidità superava il valore prefissato dallo strumento, di 0,8 g/L. Il grafico in alto 
mostra il peso secco, espresso in g/L; quello centrale rappresenta la densità ottica 
misurata spettrofotometricamente alla lunghezza d’onda di 530 nm; nel grafico in basso 
vengono rappresentati gli andamenti dei pigmenti clorofilla e feofitina. Il giorno 18 si 
ha il passaggio da prodotti di laboratorio a prodotti commerciali, il giorno 52 si ha 




Test di sopravvivenza di Chlorella vulgaris a varie concentrazioni di morchie 
La Figura 2.20 riporta l’andamento della densità ottica misurata, alla lunghezza 
d’onda di 530 nm. Dopo un’iniziale crescita della densità ottica durante la prima 
settimana, riscontrata pressoché in ogni campione, si osserva una stabilizzazione, di tale 
parametro, nelle settimane seguenti. I valori finali sono molto simili tra loro, questo ha 
reso difficile l’individuazione di una concentrazione ottimale, da poter replicare anche 
nel PBR. Tale risultato è imputabile alla intensa colorazione marrone delle morchie, che 
impedisce la corretta lettura della D.O. delle alghe allo spettrofotometro. Si è resa 
necessaria l’analisi dei pigmenti fotosintetici, specifico parametro fisiologico indicatore 
della vitalità della soluzione algale. 
I risultati dell’analisi dei pigmenti sono riportati in Figura 2.21. I dati presi in 
esame sono quelli riguardanti le clorofille totali. I valori ci mostrano che la soluzione 
rimane vitale a quasi tutte le concentrazioni di dispersione di morchie. 






































Figura 2.20 - Esperimento in beuta in laboratorio per la valutazione della eventuale 
sopravvivenza delle alghe alle morchie. La figura mostra l’andamento dei valori della 
densità ottica, misurata a 530 nm in beute contenenti concentrazioni crescenti di 
























































Figura 2.21 - Andamento dei pigmenti fotosintetici: clorofilla a, b, totale e carotenoidi 
nell’esperimento in beuta per la valutazione dell’eventuale sopravvivenza e sviluppo. 
In base ai risultati ottenuti è stato scelto di somministrare al fotobioreattore una 
quantità totale di morchie pari al 12% v/v. 
Coltura di C. vulgaris in presenza di elevate concentrazioni di Cu e Zn nel mezzo 
Le misure effettuate durante il corso dell’esperimento sono state pH e 
conducibilità elettrica, per valutare la qualità del mezzo di crescita; le misure della 
densità ottica, numero di cellule, sostanza secca e pigmenti fotosintetici, si sono rese 
necessarie per valutare lo stato di salute delle alghe. 
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Le analisi sono state svolte per la maggior parte su campioni di 1 mL prelevate 
ai giorni 0, 3, 7, 10 e 14. 
La Figura 2.22, mostra una foto dell’aspetto della coltura algale dopo due 
settimane. 
Figura 2.22 - Soluzioni algali dei quattro trattamenti dopo due settimane. Da sinistra 
verso destra, controllo, Cu 10X, Zn 10X e Cu, Zn 10X. In figura si può vedere anche il 
tappo con doppio foro per il sistema di gorgogliamento dell'aria. Un compressore da 
acquario viene connesso ad un’estremità di un tubo d’acciaio inserito nel tappo, 
nell’altra estremità è già presente un tubo in silicone che porta l’aria fin dentro la 
soluzione. L’altro foro nel tappo è necessario per la fuoriuscita dell’aria insuflata. 
Il grafico in Figura 2.23 mostra la variazione del pH al passare dei giorni. I 
valori di pH iniziali si attestano intorno a 7,5 e dopo tre giorni subiscono un incremento 
che li porta fino 9,0, per tutti e quattro i trattamenti. I valori si mantengono costanti fino 
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Figura 2.23 - Il grafico mostra i valori medi di pH, con relativa deviazione standard, dei 
quattro trattamenti a cui è stata sottoposta Chlorella vulgaris. L’esperimento ha avuto 
una durata di 14 giorni e trattamenti sono: controllo (linea con cerchio pieno), mezzo 
crescita con concentrazioni di Cu decuplicate rispetto al controllo (linea con cerchio 
vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di Zn raddoppiate rispetto al controllo 
(linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita arricchito con entrambi i metalli Cu e Zn 
rispettivamente a 10X e 2X (linea con quadrato vuoto). 
La Figura 2.24 riporta gli andamenti della conducibilità elettrica misurata nella 
coltura algale durante le due settimane di sperimentazione. 
Al tempo zero la conducibilità elettrica è leggermente superiore ai 1600 µS per 
tutti e quattro i trattamenti. 
Il trend complessivo che si osserva è una decrescita continua, accentuata 
soprattutto nei primi 3 giorni. Indice che la maggiore rimozione di ioni avviene in 
questo periodo. 
Dal terzo giorno in poi si osserva una distribuzione verticale, equi distanziata, 
delle linee del grafico. In alto si può notare il trattamento contenente l’unione dei due 
metalli, subito sotto il trattamento Zn 2X e a seguire Cu 10X e controllo. Questa 
distribuzione indica che la maggiore rimozione di ioni avviene nel controllo e 
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Figura 2.24 - Il grafico mostra i valori medi di Conducibilità elettrica, con relativa 
deviazione standard, dei quattro trattamenti a cui è stata sottoposta Chlorella vulgaris. 
L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e trattamenti sono: controllo (linea con 
cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni di Cu decuplicate rispetto al controllo 
(linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di Zn raddoppiate 
rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita arricchito con 
entrambi i metalli Cu e Zn rispettivamente a 10X e 2X (linea con quadrato vuoto). 
In Figura 2.25 è riportato il grafico delle medie della densità ottica, misurata nel 
corso del tempo. Tutte le repliche sono state preparate partendo da un unico inoculo, 
perciò, la densità ottica al tempo zero è la stessa per tutti i trattati ed è circa 1,0. 
Il controllo presenta un andamento crescente fino al decino giorno, dove si 
assiste ad un lieve calo. 
Gli altri trattamenti ricalcano l’andamento del controllo solo fino al terzo giorno, 
dopo, tutti mostrano una drastica diminuzione della densità ottica, sinonimo di una 
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Figura 2.25 - Il grafico mostra i valori medi di densità ottica, con relativa deviazione 
standard, dei quattro trattamenti a cui è stata sottoposta Chlorella vulgaris. 
L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e trattamenti sono: controllo (linea con 
cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni di Cu decuplicate rispetto al controllo 
(linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di Zn raddoppiate 
rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita arricchito con 
entrambi i metalli Cu e Zn rispettivamente a 10X e 2X (linea con quadrato vuoto). 
In Figura 2.26 viene mostrato il variare del numero di cellule, per unità di 
volume, durante la sperimentazione. 
I valori massimi sono raggiunti dal controllo, in particolare, tra il settimo e il 
decimo giorno viene raggiunto un valore di circa 35 milioni di cellule per mL. 
Negli altri trattamenti si nota una similitudine con l’andamento della densità 
ottica, ovvero, il numero delle cellule cresce solo fino al terzo giorno, per poi calare 
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Figura 2.26 - Il grafico mostra i valori medi del numero di cellule per unità di volume, 
con relativa deviazione standard, dei quattro trattamenti a cui è stata sottoposta 
Chlorella vulgaris. L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e trattamenti sono: 
controllo (linea con cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni di Cu decuplicate 
rispetto al controllo (linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di 
Zn raddoppiate rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita 
arricchito con entrambi i metalli Cu e Zn rispettivamente a 10X e 2X (linea con 
quadrato vuoto). 
In Figura 2.27 è riportato l’andamento delle medie della biomassa secca nel 
corso del tempo. Questo grafico ci mostra come ci sia un crescita di biomassa solo nel 
controllo. Nel trattamento Zn 2X non si osserva crescita e la biomassa rimane pressoché 
costante. Negli altri trattamenti si nota una decrescita del peso della biomassa fin 
































Figura 2.27 - Il grafico mostra i valori medi della biomassa secca per unità di volume, 
con relativa deviazione standard, dei quattro trattamenti a cui è stata sottoposta 
Chlorella vulgaris. L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e trattamenti sono: 
controllo (linea con cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni di Cu decuplicate 
rispetto al controllo (linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di 
Zn raddoppiate rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita 
arricchito con entrambi i metalli Cu e Zn rispettivamente a 10X e 2X (linea con 
quadrato vuoto). 
I valori delle medie dei pigmenti fotosintetici, presenti nelle cellule algali, sono 
mostrati nei grafici di Figura 2.28, 2.29, 2.30. Tutti questi grafici hanno andamento 
simile. La clorofilla totale di Figura 2.29 rispecchia i trend mostrati sia dalla clorofilla 
di tipo a che di tipo b. La quantità dei pigmenti è praticamente sempre crescente, nel 
controllo, fino al decimo giorno. Negli altri trattamenti è quasi sempre decrescente, in 
maniera fortemente evidente, soprattutto dal terzo al settimo giorno. 
La clorofilla è un parametro che può far apprezzare la vitalità delle cellule. Nel 
corso di questo esperimento si vede come i trattamenti con concentrazioni elevate di 
metalli pesanti provochino immediatamente un drastico abbassamento dei livelli di 
clorofilla, fino a portarla quasi a zero nel trattamento Cu 10X, Zn 2X. I metalli pesanti 
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Figura 2.28 - Il grafico mostra i valori medi della clorofilla di tipo a e b per unità di 
volume, con relativa deviazione standard, dei quattro trattamenti a cui è stata sottoposta 
Chlorella vulgaris. L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e trattamenti sono: 
controllo (linea con cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni di Cu decuplicate 
rispetto al controllo (linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di 
Zn raddoppiate rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita 
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Figura 2.29 - Il grafico mostra i valori medi della clorofilla totale per unità di volume, 
con relativa deviazione standard, dei quattro trattamenti a cui è stata sottoposta 
Chlorella vulgaris. L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e trattamenti sono: 
controllo (linea con cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni di Cu decuplicate 
rispetto al controllo (linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di 
Zn raddoppiate rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita 
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Figura 2.30 - Il grafico mostra i valori medi dei carotenoidi per unità di volume, con 
relativa deviazione standard, dei quattro trattamenti a cui è stata sottoposta Chlorella 
vulgaris. L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e trattamenti sono: controllo 
(linea con cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni di Cu decuplicate rispetto 
al controllo (linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di Zn 
raddoppiate rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita 
arricchito con entrambi i metalli Cu e Zn rispettivamente a 10X e 2X (linea con 
quadrato vuoto). 
La misura della feofitina, riportata in Figura 2.31, consente di quantificare la 
clorofilla degradata, che si può formare in condizioni di stress delle microalghe. Il 
grafico mette in evidenza il fatto che nel controllo si rilevi feofitina solo al 
quattordicesimo giorno mentre nel trattamento dove sono presenti entrambi i metalli 
pesanti contemporaneamente è  presente fin dal terzo giorno. 
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Figura 2.31 - Il grafico mostra i valori medi dei feopigmenti per unità di volume, con 
relativa deviazione standard, dei quattro trattamenti a cui è stata sottoposta Chlorella 
vulgaris. L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e trattamenti sono: controllo 
(linea con cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni di Cu decuplicate rispetto 
al controllo (linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con concentrazioni di Zn 
raddoppiate rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e mezzo di crescita 
arricchito con entrambi i metalli Cu e Zn rispettivamente a 10X e 2X (linea con 
quadrato vuoto). 
Con misure effettuate con tecniche di fotometria ad assorbimento atomico, è 
stata misurata la concentrazione di rame all’interno delle cellule. Le medie dei valori di 
tale parametro son state riportate ne grafico di Figura 2.32. Al tempo zero le cellule 
avevano tutte la stessa quantità di rame nel loro citoplasma, il settimo giorno c’è stato 
un notevole incremento di questa concentrazione, nel citoplasma delle cellule cresciute 
nei mezzi di coltura arricchiti di rame (Cu 10X e Cu 10X, Zn 2X). Al quattordicesimo 
giorno le concentrazioni di rame nelle cellule di questi trattamenti calano in ccordo con 
la diminuzione del numero di cellule vitali. 



































Figura 2.32 - Il grafico mostra i valori medi della concentrazione di rame misurata nella 
biomassa secca, con relativa deviazione standard, dei quattro trattamenti a cui è stata 
sottoposta Chlorella vulgaris. L’esperimento ha avuto una durata di 14 giorni e 
trattamenti sono: controllo (linea con cerchio pieno), mezzo crescita con concentrazioni 
di Cu decuplicate rispetto al controllo (linea con cerchio vuoto), mezzo di crescita con 
concentrazioni di Zn raddoppiate rispetto al controllo (linea con quadrato pieno) e 
mezzo di crescita arricchito con entrambi i metalli Cu e Zn rispettivamente a 10X e 2X 
(linea con quadrato vuoto). 
Con i dati raccolti è stato possibile  creare delle curve di correlazione che 
mettessero in evidenza l’interdipendenza di alcune variabili come biomassa secca, 
numero di cellule e densità ottica. 
In Figura 2.33 sono state messe a confronto il numero di cellule con la densità 
ottica, per osservare il loro grado di dipendenza e per estrapolare un’equazione che 
consentisse di calcolare il numero di cellule partendo dalla misura della densità ottica, 
misura di facile realizzazione che utilizza piccole quantità di campione e restituisce il 
dato in tempo reale. 
Tra questi due parametri c’è una buona correlazione e le variazioni del numero 
di cellule sono determinate all’83% dalle variazioni della densità ottica. 
La formula della curva di correlazione può essere usata per conoscere il numero 
di cellule una volta misurata la densità ottica, 
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Figura 2.33 – Grafico che mette in evidenza la correlazione tra numero di cellule e 
densità ottica. I valori sono le medie dei quattro trattamenti (controllo, Cu 10X, Zn 2X, 
Cu 10X+Zn 2X). La curva è descritta dall’equazione di secondo grado riportata in alto e 
il grado di correlazione è espresso tramite il parametro R
2
. 
In Figura 2.34 le variabili messe a confronto sono: biomassa secca con densità 
ottica. Anche in questo caso l’equazione di secondo grado ci potrebbe consentire di 
conoscere con facilità l’ammontare di biomassa secca una volta misurata la densità 
ottica, ma in questo caso l’indice di correlazione è più basso e si può dire che non c’è 
correlazione tra i due parametri. 
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Figura 2.34 - Grafico che mette in evidenza la correlazione tra la quantità di biomassa 
secca e la densità ottica. I valori sono le medie dei quattro trattamenti (controllo, Cu 
10X, Zn 2X, Cu 10X+Zn 2X). La curva è descritta dall’equazione di secondo grado 
riportata in alto e il grado di correlazione è espresso tramite il parametro R
2
. 
Per venire a conoscenza del dato sulla quantità di sostanza secca è richiesto 
qualche giorno di essiccazione e la pesata dei campioni, ma tuttavia è una misura che 
non richiede particolari accorgimenti. Sarebbe utile, perciò, sapere se esiste una 
correlazione tra il numero di cellule e tale parametro 
Il grafico di Figura 2.35 mette a confronto il numero di cellule con la quantità di 
biomassa secca, misurata nel corso della sperimentazione. 
L’equazione di secondo grado rappresenta la curva che meglio approssima 
l’andamento dei punti. Tuttavia un R2 pari a 0.42 evidenzia una scarsa correlazione tra 
queste due variabili. 
Nelle Figure 2.35 e 2.36, sono riportate delle fotografie scattate al microscopio 
ottico ad un ingrandimento rispettivamente di 16X e 40X, scattate a fine 
sperimentazione. 
Nelle due immagini le foto della colonna sinistra (a), c), e), g)), mostrano 
Chlorella fotografata con luce normale, le foto di destra (b), d), f), h)), sono state 
scattate con luce a fluorescenza mantenendo la stessa inquadratura e perciò 
perfettamente sovrapponibili. Questa particolare luce è in grado di far emettere 
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fluorescenza alla clorofilla e di far apparire le cellule che la contengono, come puntini 
luminosi di colore rosso. 
Nelle foto a) e b), viene mostrato il controllo, si nota come le cellule che 
emettono fluorescenza siano pressoché in numero pari o leggermente minore rispetto al 
totale delle cellule osservabili nella foto ripresa con luce normale. Questo significa che 
ci sono ancora molte cellule vitali a fine sperimentazione nel controllo. 
Nelle coppie di foto c) - d), e) - f), g) - h) si nota come le cellule vitali, 
evidenziate dalla luce a fluorescenza, siano in numero molto minore rispetto al totale 
delle cellule osservabile con luce normale. 
Il caso più evidente si osserva nella coppia di foto g) – h) dove è fotografata 
Chlorella sottoposta al trattamento con la presenza di entrambi i metalli pesanti 
contemporaneamente. Da questo paragone si può notare come la maggior parte delle 
cellule osservabile nella foto con luce normale siano praticamente cellule morte o 
morenti. 
Questi due gruppi di foto mettono in evidenza come i metalli pesanti Cu e Zn 
abbiano avuto un effetto tossico sulla microalga presa in esame e ci mostrano come le 
cellule morte rimangano sospese nel mezzo di coltura. 
La degradazione di queste cellule costituirà altro nutrimento per le nuove 
generazioni tuttavia le cellule con scarsa vitalità o quelle non ancora degradate si 
mostrano ad occhio nudo esattamente come quelle perfettamente in salute. 
Le tecniche di conta cellulare e di essiccazione della biomassa devono tener di 
conto della presenza di cellule non più vitali. 
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Figura 2.35 - Foto della soluzione algale scattate al microscopio ottico ad un 
ingrandimento 16X. a) controllo scattata con luce normale. b) controllo scattata con luce 
a fluorescenza. c) Cu 10X scattata con luce normale. d) Cu 10X scattata con luce a 
fluorescenza. e) Zn 2X scattata con luce normale. f) Zn 2X scattata con luce a 
fluorescenza. g) Cu 10X, Zn 2X scattata con luce normale. h) Cu 10X, Zn 2X scattata 








Figura 2.36 - Foto della soluzione algale scattate al microscopio ottico ad un 
ingrandimento 40X. a) controllo scattata con luce normale. b) controllo scattata con luce 
a fluorescenza. c) Cu 10X scattata con luce normale. d) Cu 10X scattata con luce a 
fluorescenza. e) Zn 2X scattata con luce normale. f) Zn 2X scattata con luce a 
fluorescenza. g) Cu 10X, Zn 2X scattata con luce normale. h) Cu 10X, Zn 2X scattata 







2.4 Discussione e Conclusioni 
I corpi idrici possiedono una capacità di autodepurazione naturale dovuta agli 
organismi detritivori e decompositori, soprattutto batteri. Tuttavia se alcune sostanze, 
sono immesse nel corpo idrico in quantità superiori alla capacità di autodepurazione, si 
possono determinare problemi per gli ecosistemi che le ricevono, quali eutrofizzazione 
e accumulo di sostanze non degradabili. Si rendono necessari, così, impianti di 
trattamento delle acque reflue, prima di essere immesse in un corpo idrico naturale. 
Attualmente, gli impianti di trattamento reflui urbani si basano proprio sulla capacità 
depurativa dei microrganismi batterici. 
Esistono altri metodi di depuramento delle acque, oltre ai classici con batteri, 
uno di questi è la cosiddetta fitodepurazione, cioè utilizzare la capacità di alcune piante 
di assorbire gli inquinanti presenti nelle varie matrici ambientali. 
Le microalghe sono microrganismi paragonabili alle piante superiori. Esse 
possono racchiudere i vantaggi fitodepurativi delle piante e la praticità di crescita dei 
batteri. 
Il progetto MAR3, cui ha partecipato il DiSAAA, è volto proprio all’unione di 
questi due aspetti, implementando la depurazione delle acque e l’utilizzo di 
microrganismi, con la produzione di energia. 
Dal progetto MAR3 è stata ottenuta una dispersione di morchie in seguito alla 
biodepurazione, adoperata da batteri aerobi, di acque portuali inquinate da idrocarburi. 
La parte del DiSAAA, nel progetto MAR3, è stata quella di collaudare un 
fotobioreattore, coltivato con la microalga Chlorella vulgaris, con lo scopo di 
fitodepurare la dispersione di morchie ottenuta dalla precedente digestione batterica. 
Nei primi 18 giorni l’alga è stata alimentata con mezzo di crescita TAP Medium 
prodotto con sali ad elevata purezza, successivamente, la soluzione nutritiva, è stata 
creata, utilizzando sali commerciali a basso livello di purezza. In entrambe queste due 
condizioni, il sistema ha presentato una notevole stabilità e, eccetto un breve periodo di 
assestamento dovuto al cambiamento del mezzo nutritivo, non si sono osservate 
variazioni nella produzione di biomassa algale. Il 52° giorno, al fotobioreattore, è stata 
somministrata una dispersione di morchie pari al 12% del volume totale. Tale quantità è 
stata individuata, come quantità ideale, dopo un esperimento condotto in laboratorio, 
per 3 settimane, prelevando un certo volume di microalghe dal fotobioreattore e 
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sottoponendole a varie concentrazioni di morchie. L’esperimento è stato condotto in 
laboratorio con beute e luce artificiale, in condizioni non sterili. 
Il sistema PBR, dopo l’immissione della dispersione di morchie, ha abbassato la 
sua produttività e le raccolte sono state meno frequenti. Tuttavia le alghe mantenevano 
una certa vitalità come mostrato nei grafici della clorofilla e della densità ottica (Figura 
2.19), ed è riuscito al abbassare il BOD e il COD della soluzione rispettivamente del 99 
e 97%. 
La parte successiva della sperimentazione, è stata volta ad investigare la capacità 
di sopravvivenza, di Chlorella vulgaris, a dosi massicce di metalli pesanti, in particolare 
rame e zinco. Questi due metalli pesanti, insieme a molte altre sostanze inquinanti, 
erano già presenti ad elevate concentrazioni nella dispersione di morchie, somministrata 
al fotobioreattore. In questa fase Chlorella è stata fatta crescere in laboratorio, con 
mezzo di coltura TAP Medium, in condizioni di axenia, con luce artificiale e sottoposta 
ad arricchimento, di Cu e Zn, del mezzo di coltura in modo da ottenere quattro 
trattamenti: controllo, Cu 10X (contenente 6.288x10
-2
 mM, di sale di rame disciolto), 
Zn 2X (contenente 1.530x10
-1
 mM di sale di di zinco disciolto) e un trattamento che 
contenesse entrambi i metalli contemporaneamente, alle concentrazioni sopra indicate. 
L’arricchimento del mezzo con sali di rame e di zinco, ha lo scopo di simulare un’acqua 
fortemente inquinata da questi due metalli Le concentrazioni utilizzate sono 
paragonabili ad acque di ruscellamento di miniera o acque fortemente inquinate da 
particolari attività produttive o estrattive. 
La microalga Chlorella vulgaris non si è dimostrata adatta allo scopo di 
fitodepurare acque così fortemente inquinate. Si osserva che già dal terzo giorno in poi, 
nei trattamenti con metalli pesanti non c’è crescita a differenza del controllo che mostra 
un certo incremento in biomassa, numero di cellule, clorofilla e densità ottica fino al 7° 
- 10° giorno. 
Si può affermare che il rame e lo zinco hanno esercitato un effetto fitotossico 
sull’alga in particolar modo nel trattamento dove entrambi i metalli erano presenti in 
soluzione, a concentrazioni elevate. Il grafico di Figura 3.32 mette in luce come la 
concentrazione di rame sia fortemente aumentata all’interno delle cellule sottoposte ai 
trattamenti arricchiti con questo metallo, si può attribuire perciò la morte delle cellule 
all’eccessiva quantità di rame assorbita, nel corso della sperimentazione, ed in 
particolare nei primi sette giorni. 
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Le misure sulla concentrazione di zinco nella biomassa sono ancora in fase di 
analisi, ma un’idea qualitativa sull’effetto, che hanno avuto i vari trattamenti, sulla 
vitalità cellulare, ci è fornita dalle foto al microscopio ottico di Figura 2.35 e 2.36. Da 
queste foto si nota come il numero più basso di cellule che emettono fluorescenza è 
osservabile nel trattamento con rame e zinco ad alte concentrazioni, molto simile è la 
condizione delle alghe trattate con solo zinco. Le foto del trattato Cu 10X, mostrano un 
numero di cellule fluorescenti, e quindi vitali, leggermente superiore a quello dei due 
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Il progetto MAR3, è il risultato di una collaborazione internazionale tra un ente 
pubblico, il Dipartimento di Scienze Agrarie Alimentari e Agro-ambientali, 
dell'Università di Pisa e quattro aziende, due italiane (Laboratori ARCHA S.r.l., Pisa; 
GeoPolaris S.r.l., Livorno) e due spagnole (Innovacio i Recerca Industrial i Sostenibile, 
IRIS, Barcellona; Tecnicas para la fijacion del carbonio, FCTecnics, Barcellona).  
Il progetto MAR3 è costituito da più fasi indipendenti l’una rispetto alle altre, 
ma tutto il progetto è stato pensato in modo da concatenare le varie fasi e rappresentare 
un ciclo chiuso. 
Il ciclo ha inizio con il recupero di acque marine inquinate, dalle quali si 
estraggono gli idrocarburi mediante un processo di raffinazione, quindi vengono 
commercializzati. 
Dalla raffinazione si ottengono anche una notevole quantità di acque e fanghi di 
scarto destinati ad essere smaltiti come rifiuti e come tali ad elevati costi. A questo 
punto inizia la prima fase del progetto, dove una miscela di acque e fanghi vengono 
sottoposte ad un processo di biodegradazione da parte di un consorzio di batteri aerobici 
“bioremediation batterica” le acque in uscita da questa prima degradazione 
rappresentano il substrato di crescita per le microalghe, le quali potranno essere 
impiegate sia per fini energetici (convertendo cioè gli acidi grassi in biocarburante), sia 
per la produzione di un agente gelificante che viene utilizzato per il recupero in mare di 
sversamenti di carburante dalle rotture di tubazioni o perdite dalle  navi che lo 
trasportano. 
L’agente gelificante si ottiene dal processo di ossidazione degli acidi grassi e 
rappresenta infatti una valida alternativa ai polimeri solidificanti, anch’essi gelificanti 
ma tuttavia molto più costosi. 
I polimeri utilizzati nella rimozione degli idrocarburi, infatti, sono presenti in 
commercio come prodotto polverulento, con un’azione simile a quella degli agenti 
gelificanti, ma hanno tuttavia costi maggiori, stimati intorno a 2-10 €/kg, che rendono la 
loro applicazione poco economica se confrontata con il costo nettamente inferiore degli 
agenti gelificanti ottenuti nel ciclo chiuso del progetto MARE (1-2 €/kg).  
Gli idrocarburi recuperati tramite agenti gelificanti sono in seguito sottoposti ad 
una temperatura di 40-50°C, che consente di renderli liquidi in quanto la rete formata 
dagli agenti gelificanti è termicamente e chimicamente reversibile. 
95 
 
Il recupero di idrocarburi è attualmente realizzato con diverse tecnologie (di 
natura prettamente ingegneristica), tuttavia l’impiego di agenti gelificanti, soprattutto se 
prodotti all’interno del ciclo chiuso MARE, consente di diminuire i costi ed aumentare 
l’efficienza. 
Figura A1 - Attività del ciclo chiuso MAR3. 
Oggetto del lavoro è stato il risanamento di acque per mezzo di microrganismi 
aerobi, in particolar modo è stata studiata la caratterizzazione del mezzo di coltura ed è 
stato individuato il consorzio di batteri aerobi. 
E' stata dunque effettuata inizialmente una caratterizzazione chimica e 
microbiologica delle acque reflue, in particolar modo acque portuali e marine inquinate 
da idrocarburi, che sono state fornite da Geopolaris, da cui sono stati isolati i 
microrganismi capaci di metabolizzare gli inquinanti presenti.  
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La composizione del mezzo di coltura è stata realizzata con concentrazioni 
diverse di reflui emulsionati, così da stabilire la massima concentrazione di inquinanti 
tollerata dai microrganismi. 
I microrganismi prelevati dall'acqua marina e dai sedimenti sono stati inoltre 
identificati e selezionati per essere impiegati nel biorisanamento. 
Sul consorzio di batteri sono stati inoltre eseguiti, in questa fase, dei test per 
quantificare la CO2 prodotta, al fine di valutare la possibilità di un suo impiego per la 
crescita delle microalghe. I dati raccolti sono stati impiegati nella stesura di un 
protocollo di risanamento, comprendendo dunque l'individuazione della concentrazione 
ottimale di nutrienti, del pH, della temperatura e dell'ossigeno disponibile. Sui dati 
raccolti si è infine basata la valutazione dell'impatto ambientale (LCA). 
Nella seconda fase, sono stati individuati i ceppi algali più adatti e le condizioni 
idonee di crescita, in particolare modo quindi sono state selezionate le microalghe con 
un'alta efficienza fotosintetica, un elevato tasso di crescita ed una discreta attitudine a 
produrre acidi grassi, valutata come contenuto in percentuale rispetto alla biomassa 
totale; inoltre è stata valutata la facilità con cui veniva raccolta la biomassa prodotta. 
Un’attenzione particolare è stata data alla possibilità di individuare microalghe 
autoctone in acque reflue e in ecosistemi marini inquinati. 
I test effettuati hanno messo a confronto la crescita delle microalghe in diversi 
mezzi di crescita soluzioni pure ed in soluzioni a diverse percentuali di diluizione, così 
da definire la migliore composizione chimica della soluzione per la crescita della 
coltura. I dati raccolti hanno quindi condotto all’individuazione del mezzo Tris Acetate 
Phosphate come mezzo di crescita ottimale (TAP), la cui composizione chimica è 
riporta nella tabella sottostante. 
I diversi parametri di crescita delle alghe, quali biomassa ed accumulo di acidi 
grassi, sperimentalmente ottenuti in laboratorio congiuntamente alle condizioni 
colturali, come la richiesta di CO2, l'irradianza luminosa, il pH, la temperatura, il 
contenuto nel mezzo di crescita in azoto e fosforo, sono inoltre stati impiegati in questa 
fase per costituire un prototipo di fotobioreattore in cui coltivare e raccogliere la 
biomassa algale. La Ditta GeoPolaris, oltre a fornire le acque reflue, ha lavorato inoltre 
sulla possibilità di impiegare la CO2, derivante da processi industriali (in particolare da 
impianti di trattamenti del Gruppo Labromare), nella crescita delle microalghe. 
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L'estrazione degli acidi grassi dalla biomassa algale e la loro ossidazione ad 
acidi idrossi-saturi, che fungono da agenti gelificanti, sono processi studiati nella terza 
fase del processo. 
In quest'ultimo caso gli acidi grassi sono stati liberati dalla cellula in seguito a 
lavaggio con soluzione alcalina, mentre nel caso della biomassa non disidratata, questa 
è stata trattata con particolari solventi (soprattutto esteri). 
L' ossidazione avviene in soluzione acquosa con acido formico e perossido di 
idrogeno, e determina la produzione di acido performico che reagisce con il doppio 
legame dell'acido oleico (simula gli acidi grassi che saranno estratti dalla biomassa e 
non disponibili al momento della prova), producendo così un acido epossidato, che è 
infine idrolizzato in acido idrossi-saturo. 
Sugli acidi idrossi-saturi ottenuti sono stati effettuati dei saggi per valutarne 
l'attività gelificante e la reversibilità termica in funzione del tipo di olio, in particolare 
sono stati utilizzati il petrolio greggio, il gasolio e oli di sintesi. I parametri impiegati 
per valutare l'attività gelificante sono stati la quantità della massa diventata gelatinosa e 
le dimensioni delle sue particelle. 
Il processo di estrazione degli acidi grassi dalla biomassa raccolta è stato 
analizzato sia per la biomassa non trattata, con quindi un elevato tasso d'umidità, sia per 
quella disidratata, per mezzo di una soluzione ipotonica.  
La GeoPolaris ha infine analizzato la biomassa, sia disidratata, sia umida, per 
valutare il contenuto idrico, la materia organica, la presenza di ceneri ed il contenuto 
calorifico, per considerare un utilizzo in termini energetici della biomassa residua. 
Nell'ultima fase del progetto, che è iniziata nel febbraio 2012, sono stati ideati e 
realizzati i prototipi di due reattori, il bioreattore per il consorzio di batteri ed il 
fotobioreattore per la coltivazione di microalghe.. 
Il prototipo per la crescita dei batteri è stato ideato da IRIS, il prototipo per la 
coltura delle microalghe da FCTecnics. 
IRIS e FCTecnics hanno in particolar modo progettato nei due prototipi dei 
sistemi per il monitoraggio della concentrazione di nutrienti inorganici, del pH, della 
temperatura, dell'ossigeno disponibile, delle torbidità, delle condizioni operative e dei 
vari componenti hardware. 
Il controllo dei parametri chiave del sistema è stato affidato ad un particolare 
software, permettendo così al sistema di eseguire operazioni autonome; è stato 
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comunque scelto di mantenere un'interfaccia utente, che consenta al tecnico di 
controllare tramite un monitor i parametri di crescita e di eseguire delle operazioni. 
Il prototipo del fotobioreattore, come vedremo nel dettaglio successivamente, è 
stato anch'esso progettato con un sistema di controllo automatico, sulla base di alcuni 
principi, ovvero una facile integrazione, la possibilità di modulare i parametri, la 
resistenza nel tempo ed elevate performance. 
Nella progettazione dei prototipi sono stati impiegati software specifici, come 
Solid Works e COMSOL Multyphisics, che hanno consentito la produzione di prototipi 
in 3D, con possibilità di simulazione del loro funzionamento sotto condizioni 
industriali. I progetti dei vari prototipi elaborati includono delle informazioni riguardo 
ai materiali impiegati, alle varie interconnessioni tra i diversi componenti e infine sono 
state elaborate analisi durante le simulazioni in vari contesti delle performance dei 
sistemi. 
Sul progetto ideato sono poi stati costruiti i prototipi, con i vari componenti e 
caratterizzati da un sistema di controllo automatico. Per tale motivo si è reso necessario 
un ulteriore controllo e quindi la calibrazione del software integrato nei prototipi, che 
controlla sensori, attuatori e timers. 
Infine, dopo i test di funzionamento dei prototipi, i reattori sono stati installati e 
resi disponibili per la degradazione batterica e la crescita delle microalghe. 
99 
 
 
